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(57) Ab.stract 

The invention concerns novel means for diagnosing, preventing, compensating, treating an abnormal or unwanted functioning of 
KAR receptors {Killer cell Activatory Receptor), counteq^arts of non-inhibiting KIR receptors {Killer cell Inhibitory Receptors) of the 
immunoglobulin or lectin type. The invention concerns, in particular, novel KARAP {KAR-Associated Proteins) polypeptides and their 
biological applications. A KARAP polypeptide is naturally associated with a KAR receptor, and in the absence of such a KARAP, said 
KAR receptor is naturally incapable of transducing an activatmg signal that can be detected. Tlie application also concerns methods for 
obtaining or identifying such KARAP polypeptides. 



(57) Abrege 

La pr^sente demande coi\ceme dc nouveaux moyens pemicttant de diagnostiquer, pr^venir, pallicr, trailer un fonctionncmcnt anormal 
ou non desire de receptcurs KAR (Killer cell Activatory Receptor), contreparties non inhibitrices de recepteurs KIR (Killer cell Inhibitory 
Receptors) dc type immunoglobuline ou dc type lectine. V-^Ile est notamment relative c\ de nouveaux polypeptides KARAP (KAR-Associated 
Proteins) et a leurs applications biologiques. Un polypeptide KARAP. selon T invention, est naturellement associ^ a un recepteur KAR, et 
en i'absencc d"un tel KARAP. Icdit recepteur KAR est naturellcment incapable dc transduire un signal activateur dt^tectable. La pr6sente 
demande vise egalement des mi5thodes d'obtention ou d'identihcation de tcls polypeptides KARAP. 
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POL\TEPTIDES ASSOCIES A DES RECEPTEURS ACTIVATEURS ET LELRS APPLICATIONS BIOLOGIQUES 

L'invention porte sur de nouveaux polypeptides particuliers capables 
5 de transdiiire im signal provenant d'lin recepteur activateur pour des 
molecules du CMH de classe I, fonctionnant en tant que recepteur autonome 
on en tant que co-recepteur, et d'lm KAR {Killer-cell Activator}- Receptor) en 
particulier, sur les anticorps obtenus a partir desdits polypeptides serv^ant 
d'immimogenes, et sur les acides nucleiques correspondant auxdits 
10 polypeptides. 

Lmvention porte egalement sur les procedes d'obtention de tels 
polypeptides et siu" les applications biologiques, plus particulierement, 
preventives, therapeutiques et diagnostiques, desdits polypeptides, anticorps 
et acides nucleiques. 

15 Pour maintenir la coherence et assurer Tintegrite de Torganisme, le 

systeme immunitaire doit mettre en jeu un systeme coordonne de 
communications intercellulaires. 

Differents types de recepteurs interviennent dans ces communications. 
Trois d'entre eux, a savoir les receptem-s pour Tantigene des lymphocytes B 
20 (BCR), les recepteurs pour Tantigene des lymphocytes T (TCR) et les 
recepteurs reconnaissant la portion Fc des anticorps (RFc), sont maintenant 
bien decnts et leurs differentes structures relativement bien connues. 

D'autres recepteurs qui ne sont ni recepteurs pour antigenes, ni 
recepteurs pour anticorps ont ete decrits mais leurs structures et mecanismes 
25 d'action sont encore mal connus. 

II s'agit de recepteurs pour des molecules du CMH (Complexe Majeur 
d'Histocompatibilite) tels que les KARs (Killer cell Actjvatojy Receptors) et 
leur contrepartie inliibitnce, les KIRs {Killer cell Inhibitofy Receptors), 
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KARs et KIRs ne sont pas limites aiix cellules NK : ils sont egalement 
natiireliement expnmes par des cellules T. 

Les KARs sont hauteirtent homoloiiiies aux KIRs (jusqu'a 96% 
d'homologie entre KARs et KIRs au niveau exlTac\l:oplasmique). 

KARs et KIRs n'assiirent cependant pas les memes fonctions : les 
KIRs sont impliques dans le controle negatif ( inhibiteur) de I'activation des 
cellules NK et alors que les KARs sont impliques dans le controle positif 
(stimulateiir) de Tactivation des cellules NK et T. 

Des differences majeures au niveau des domames trans- et 
mtrac\i;oplasmiques ont pu etre mises en evidence entre isoforme activatrice 
(KAR) et isoforme inliibitnce (KIR). 

En effet, contrairement aux KIRs, les KARs expriment un residu acide 
amme charge (lysme) dans leur domame transmembranaire et ne contiennent 
aucun motif ITEM (motif d'mliibition d'immunorecepteur base sui" residu(s) 
tyrosme) dans leur domame mtracvloplasmique. Les recepteurs 
monomeriques KARs ne contiennent pour autant pas de motif ITAM (motif 
d'activation d'immimorecepteur base sur residu(s) tyrosine). 

La situation observee pour les KARs, recepteurs activateurs pour les 
molecules du CMH, et membres de la IgSF ( superfamille des 
immunoglobulines), a savoir recepteur activateur, contrepartie d'un recepteur 
inliibiteur a ITIM, ne presentant lui-meme ni ITEM, ni ITAM mais presentant 
un acide amme charge (lysme, arginine, acide aspartique, acide glutamique) 
transmembranaire, pent etre observee pour d'autres types de recepteurs. II en 
est ainsi des recepteurs activateurs (ou a tout le moins non inhibiteurs) pour 
les molecules du CMH, tels que NKG2C/D (qui est du type lectine et dont la 
contrepartie inhibitnce est NKG2A/B), mais aussi pour d'autres recepteurs 
non inliibiteurs, tels que SERF P et ELT L dont les ligands sont encore 
inconnus et qui ont ete decrits soit des cellules hematopoietiques et sur des 
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cellules non-hematopoietiques (SIRP p), soit sur cles cellules B. macrophages 
et cellules dendntiques (ILTl). 

Les KARs peuvent fonctioimer en tant que recepteurs autonomes, 
notamment pour des molecules du CMH de ciasse I. On sait ainsi que 
5 I'engagement des KARs avec des molecules du CMH de ciasse I exprimees 
sur la surface de cellules cibles, mitie les programmes d'activation 
lymphocytaires tel qu'il a etc etabli du fait de la mobilisation du Ca*^^ 
mtracytoplasmique et de Tinduction de la lyse des cellules cibles. 

Outre leurs fonctions de recepteurs autonomes pour des molecules du 

u) CMH, les I<LA.Rs peuvent egalement assurer des fonctions co-receptnces pour 
des recepteurs TCR et RFc (Mandelboim O. et al.^ 1996, Science 274:2091 ; 
Cambiaggi A. et aL, \996, Blood 87:2369), 

En effet, lors de la reconnaissance de fragments constants (Fc) 
d'immimoglobulmes G (IgG) par des recepteurs tels que CD 16 (RFcylll), et 

15 lors de la reconnaissance d'antigenes par le complexe CD3/TCR restraint par 
des molecules du CMH de ciasse I ou 11, les KARs peuvent jouer le role de 
co-recepteiu*s et ainsi augmenter Tintensite de la reponse cellulaire, en 
particulier face a de petites quantites d'antigenes, maintenir la reponse 
cellulaire dans le temps, et egalement cooperer a la stimulation de la 

20 proliferation cellulaire, 

Le role des KARs, naturellement exprimes sur des sous-populations 
lymphocytaires NK et T, n'est pas restreint par leurs ligands propres, a savoir 
les molecules du CMH de ciasse I, mais s'etend a Tequilibre du systeme 
immunitaire de maniere generale. 

25 Le fonctionnement des KARs naturellement expnmes influe amsi sur la 

proliferation de cellules NK et T, la production par de telles cellules de 
substances de type cvlokines, la lyse de cellules cibles telles que cellules 
autologues deleteres, malignes ou infectees par des virus, cellules 
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allogeniques, mais aiissi sur la tolerance du systeme nnmumtaire face a 
certains antigenes. 

Tout non- oli dys-fonctionnement des KARs pent done conduire a 
differenres pathologies ou reactions indesirees, toutes liees au fonctionnement 
du systeme nnmunitaire, telles que maladies d'immuno-deficience, maladies 
auto-immunes {e,g. sclerose en plaque), tiimeiirs, infections \irales, 
bactenennes, parasitaires, allergies, rejets de greffe. II a, par exemple, ete 
montre que si riiomme ne presente en moyenne que moins de 10% de 
lymphocytes expnmant des KARs, la quasi-totalite des Kmphocytes de 
patients attemts de LDGL (maladie lymphoproliferative des lymphocytes 
granulaires) expnme des KARs. 

La presente mvention a pour but de foiimir des moyens permenant de 
diagnostiquer un fonctionnement anormal ou non desire de recepteurs 
activateurs pour des molecules du CMH de classe I tels que les KAR.s et d'en 
controler le fonctionnement. 

L'invention a ainsi pour objet de nouveaux polypeptides, ci-apres 
designes KARAP {KAR-Associated Proteins), qui sont necessaires a la 
transduction d'un signal provenant d'lm KAR, ainsi que les anticorps et acides 
nucleiques obtenus a partir desdits nouveaiLx polypeptides. Elle a egalement 
pour objet un procede d'obtention desdits nouveaux polypeptides ainsi que 
leurs applications biologiques. 

Par "recepteur KAR", nous entendons, dans la presente, les recepteurs 
humams de type immunoglobuline contreparties non inhibitrices des 
recepteurs KIR, tels que les recepteurs KAR p50 (KIRIIDSl a KTRIIDSS), 
KJRIIIDSl, mais egalement tout recepteur non inhibiteur de structure 
similaire a ces recepteurs KAR, et notamment les recepteurs humains de type 
lectme tels que NKG2C, NKG2D (nauirellement expnmes sur des cellules 
NK et T), les recepteurs munns de rvpe immunoglobuline tels que pir A 
(nauirellement expnmes sur des cellules myeloi'des, des cellules B), gp49A 
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(nariirellemenr expnmcs sur des masrocyles), les recepteurs miinns cle type 
lectme tels que Lv49D. Ly49H (naturellement expnmes sur des cellules NK 



5 (autre qu'un K.\R) en labsence duquel ledit recepteur KAR est natiirellement 
incapable de transduire un signal activateur detectable. Ceci n'exclut pas le 
fait qu'un poK^^eptide KARAP determine puisse non seulement s'associer a 
un recepteur KAR tel que ci-dessus defini, mais egalement a d'autres 
recepteurs monomenques activateurs ou non inhibiteurs de structure proche 
10 de celle des KAR tels que ci-dessus defini, et notamment a im recepteur 
activateur hiimani de type immunoglobuline de la famille LIR/MIR/ILT tel 
que ILTl. 

Le terme "polypeptide" comprend, dans la presente demande, non 
seulement ledit polypeptide, mais egalement les homologues de ce 

15 polypeptide, tels qu'obtenus par deletion, insertion, inversion ou substitution 
conservatnce d'acides amines, et les fragments de ce polypeptide, tels 
qu'obtenus par hydrolyse dudit polypeptide a Taide de proteases, lesdits 
homologues ou fragments etant capables de transduire un signal provenant 
d'un KAR. Ce terme "polypeptide" couvre, dans la presente demande, aussi 

20 bien des polypeptides que des proteines. 

Un polypeptide selon Tinvention est necessaire a la transduction du 
signal refu par un recepteur KAR : il s'agit done d'un polypeptide isole qui 
permet la restauration d'une activation KAR deficiente. Pour determmer si un 
polypeptide isole donne permet la restauration d'une activation KAR 

25 deficiente, riiomme du metier pent proceder en montrant qu'il existe im 
recepteur KAR qui, si il est expnme par une cellule appropriee en Tabsence 
de ce polypeptide, ne parvaent pas a transduire un signal activateur 
detectable, ou ne parvient pas a transduire un signal activateur satisfaisant 
pour I'application visee. Un mode de realisation de cette determination est 



et T). 



Nous entendons done par poK^eptide KARAP tout polypeptide isole 
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presente dans lexemple 3 ci-apres par comparaison entre la capacite 
d'activation (relargage dc serotonme) d'une cellule RBL-2H3 expnmant le 
recepteur KAR p50.2 seuL et celle d'une cellule RBL-2H3 qui expnme a la 
fois le recepteur KAR p50.2 et son polypeptide KARAP. Des exemples de 
cellules appropnees sont presentees en figure 5 ci-apres. 

Par "activation KAR deficiente restauree", nous entendons que la 
transduction, a la cellule, par ledit KAR d'un signal activateur significatif est 
possible, ou, le cas echeant, satisfaisante. Ceci pent etre teste notamment a 
Taide d'une stimulation cellulaire par des anticorps. 

Pour detemimer au niveau d'une cellule si un signal provenant d'un 
KAR est ou non transduit, et pour determiner si un tel signal est stmiule ou 
inliibe, de nombreux moyens sont a la disposition de Thomme du metier. Des 
exemples de tels moyens incluent la stimulation dudit KAR par un ligand et la 
mesure des cytokines secretees (cf par exem.ple, Cambiaggi et ai 1996, 
Blood 87:2369), de la proliferation cellulaire {cf. par example Mandelboim et 
aL 1996, Science 274:2097), de la cytotoxicity {cf. par exemple le test de 
cytotoxicite redirigee ci-apres decrit), de la mobilisation du calcium 
intracytoplasmique {cf par exemple Blery et aL, 1997, J. Biol Chem. 272, 
8989-8996), et/ou de I'induction de phosphorylation {cf par exemple Vivier 
et ai 1991, J. Immunol. 146:206). 

Un pol\7)eptide selon Tinvention est en outre caracterise en ce qu'il est 
capable de s'associer a un KAR, et de ne pas s'associer a la contrepartie 
inhibitnce de ce KAR. 

Des methodes permettant de determiner si im polypeptide est capable 
de s'associer a un KAR, et de ne pas s'associer a la contrepartie inhibitnce de 
ce KAR (c'est-a-dire de ne pas s'associer au recepteur KIR correspondant), 
sont bien connues de Thomme du metier. Un exemple d'une telle methode 
comprend notamment : 
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- faire expnmer ce polypeptide a line cellule tCAJ^* KIR' d'line part, et 
a line cellule ILAR' KIR", 

- a immunoprecipiter une ou plusieurs itaction(s) pol\^eptidique(s) a 
partir du lysat de ces cellules a I'aide d'au moins anticorps anti-KAR et/ou 

5 anti-KIR, 

- a observer la presence dudit polypeptide dans la ou les fraction(s) 
issues de la cellule KAR^ KIR\ et Tabsence de ce meme polypeptide dans la 
ou les fractions issues de la cellule KAR' KIR". Des exemples d'anticorps 
anti-KIR et/ou anti-IvAR comprennent les anticorps anti-CD158, anti- 

10 pTO/NTKBl, anti-pl40, et plus particulierement les anticorps monoclonaux 
EB6, GL183 ou PAX250. Une methode permettant de faire expnmer im tel 
polypeptide par iine cellule est indiquee dans Texemple 3 ci-dessous. 

Un polypeptide KARAP selon I'invention pent par ailleurs etre 
caracterise en ce qu'il est tel qu'obtenu : 

15 i. par immimoprecipitation d'lme ou plusieurs fraction(s) 

polypeptidique(s) de lysats de cellules expnmant des recepteurs KAR 
capables de transduire un signal activateur a Taide d'un ou plusieurs anticorps 
anti-KTR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl, 
anti-pl40, et plus particulierement Tanticorps monoclonal EB6, GL183 ou 

20 PAX250, 

ii. chaque fraction pol\peptidique pouvant optionnellement etre 
plus avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a Taide 
d'anticorps anti-CD3(!^ et/ou anti-FcsRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a 
Taide d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un 

25 anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement 
I'anticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire, et recuperation des 
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polypeptides correspondant a un poids inolecuiaire de 12 :r 2 kDa environ, ou 
bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction 
polyT3eptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 
5 (lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperation des 
polypeptides phosphoryles correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 
et/ou 16 ± 2 kDa environ. Le test kinase pent etre realisee tel que ci-apres 
decnt dans les exemples (cf. materiel et methodes de I'exemple 1 ci-apres ). 

Lesdites cellules expnmant des recepteurs KAR capables de transduire 
10 un signal activateur peuvent notamment etre des cellules NK et/ou des 
cellules T et/ou des cellules myeloi'des et/ou des cellules B et/ou mastocytes. 
Des moyens pour determmer si un KAR est capable ou non de transduire un 
signal a la cellule ont ete ci-avant indiques. 

Un polypeptide KARAP selon la presente invention est en outre 
15 caractense en ce que sa sequence en acides amines : 

- presente au moms im acide amine tyrosine phosphorylable, 

- presente une masse moleculaire comprise entre 10 + 2 et 16 i: 2 kDa 
environ (notamment, masse moleculaire reelle de 10 j: 2 kDa, masse 
moleculaire apparente sur gel de polyacrylamide en conditions denaturantes 

20 de 12 + 2 a 16 ± 2kDa selon le degre de phosphorylation). 

II est en outre caracterise en ce que sa sequence en acides amines 
comporte au moins un motif IT AM YxxL/Ix6.8YxxL/I en region 
mtracytoplasmique. 

Selon un aspect de Tinvention, la sequence en acides amines d'un 

25 polypeptide KARAP comporte une region extracytoplasmique, une region 
transmembranaire, et/ou une region entracytoplasmique. De maniere 
caractenstique, cette region mtracytoplasmique est majontaire relativement 
aux autres regions de la sequence de ce polypeptide. Des moyens pour 
identifier les regions extracytoplasmiques, transmembranaires. 



wo 98/49292 



Pn7FR98/00883 



inrracyroplasiniques sont connus cie riiomme du metier (par exemple, 
algonthmes d'hydropathicite, fonnation de xesicules inversees). 

Selon Lin autre aspect de rinvention. la sequence en acides amuies d'lm 
polypeptide KARAP compone au moins un acide amme cysteme 
5 extracytoplasmique. 

Selon encore un autre aspect de rinvention, la sequence en acides 
amines d'un polypeptide KARAP, comporte au moms un acide amme charge 
(R, K, D, E) transmembranaire. 

Les polypeptides selon Tinvention peuvent etre phosphoryles au niveau 
10 d'au moms un residu tyrosine, ou etre non phosphoryles. 

Dans une forme de realisation selon Tinvention, lesdits polypeptides se 
presentent sous la forme de dimeres lies par im pont disulfure ; ils 
s'associent de maniere selective et non covalente a des KARs qui 
fonctionnent, soit en tant que recepteurs autonomes pour des molecules du 
15 CMH de classe I, soit en tant que co-recepteurs du TCR ou d'un RFc tel que 
CD16. 

Selon un aspect avantageux de Tinvention, un polypeptide KARAP est 
capable de se her a une molecule a domaine SH2 telle que ZAP-70, p72^^, 
p56^'\ p59^'\ p60^^, Grb-2, pp36-38 (lat), PLC-aU p85 (PI-3 kmase), She, 
20 OU a une molecule a domaine PTB {PhosphoTyrosine Binding) telle que She. 
Une telle liaison peut etre observee par incubation de polypeptides selon 
rinvention avec des molecules a domaine SH2 ou PTB et mesure de la 
resonance de plasmons (Olcese et ai 1996, The Journal of Immunology 
156:4531-4534). 

25 Un polypeptide KARAP particulier selon I'invention presente une 

sequence en acides amines essentiellement constituee par la SEQ ID n'^2. La 
presente invention vise egalement les poKpeptides dont la sequence est 
essentiellement constituee par la partie extracvioplasmique de la SEQ ID n''2, 
a savoir la SEQ ID n'3, ou par ia panie transmembranaire de la SEQ ID n^2. 
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a savoir la SEQ ID n"4. ou la partie intrac\toplasniiqiie de la SEQ ID n"2, a 
savoir la SEQ ID n 5. Dautres poKpeptides KARA? paniculiers selon 
rinvention presentent une sequence en acides amnies essentiellement 
constitiiee par la SEQ ID n""!!, n^\2, n^'lS, n^l4, n°15, n""!? (sequence 
consensus de la proteine KAR.AP de souns C57B1/6), ou n^28 (sequence 
proteique de la KAR.AP de souris 129 obtenue a panir de la sequence 
genomique). 

De tels polypepddes peuvent egalement etre obtenus, apres 
sequengage, par synthese cliimique ou a Taide des techniques d'ADN 
recombinant. 

Lesdits polypeptides KARAPs sont necessaires a la transducdon de 
signaux provenant de recepteurs activateurs, les KARs, qui ne presentent ni 
ITIM ni ITAM intracytoplasmiques mais qui presentent un residu acide 
amine transmembranaire. 

Selon une disposition avantageuse, les polypeptides selon Tinvention 
sont modifies par glycosylation, phosphorylation, sulfonation, biotmylation, 
acylation, esterification, ou par addition, substitution, suppression d'entites 
de forme moleculaire proche de celle des groupes phosphate, telles que le 
phosphonate, par addition de reactifs de marquage tels que la luciferase, la 
GFP {Green Fluorescence Protein) ou ses analogues, par addition de cibles 
de purification telles qu'un ligand d'affinite, par addition d'entites modifiant 
sa solubilite. Des modifications d'interet particuher comprennent celles qui 
modifient ledit polypeptide de telle sorte a bloquer ou inhiber sa capacite a 
transduire le signal re9u (strategic du transdominant negatif). Un polypeptide 
selon rinvention, sous une forme amsi modifiee, trouve notamment des 
applications dans toute composition ou methode destinee a moduler de 
maniere negative (inliiber) une reponse immunitaire dormee, notamment une 
reponse immimitaire non desiree ou anormale (par exemple, maladies auto- 
immimes, allergies, rejet de greffe). Des modifications amsi appropnees 
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comprennent celles qui rendent la phosphorv lation sur rvTosme diidit 
polypeptide non hydrolysable daiis des conditions biologiques (par exemple. 
par addition de groupes phosphonates). Elles comprennent egalement celles 
qui rendent non fonctionnel un residu aminoacide cntique au fonctionnement 
d'un polypeptide selon Tinvention : par exemple, par substmition ou mutation 
d'un residu tyrosine ( Y), notamment un residu tyrosine contenu dans im motif 
ITAJvl en un residu phenylalanine (F), ce qui empeche la liaison dudit 
polypeptide ainsi modifie a une proteine a domaine SH2 ou PTB. 

Selon une autre disposition avantageuse, les polypeptides de 
I'mvention, leurs fragments, homologues, ou fonnes modifiees sont capables 
de traverser une membrane cellulaire, c'est-a-dire une bicouche lipidique. 

La presente mvention vise egalement les anticorps, notamment les 
anticorps monoclonaux, et les fragments de tels anticorps, en particulier les 
fragments Fc, Fv, Fab, F(ab)%, CDR, tels qu'obtenus par immunogenese a 
partir d'lm polypeptide KARAP selon I'invention, ou tels qu'obtenus a partir 
d^m fragment, homologue ou forme modifiee d'un tel polypeptide. 

Elle a en particulier pour objet des fragments de tels anticorps, en 
particulier fragment Fc, Fv, Fab, F(ab)'2, CDR, tels qu'obtenus par 
immunogenese a partir d'un polypeptide dont la sequence est essentiellement 
constitiiee par la partie extracytoplasmique, intracytoplasmique, ou 
transmembranaire d'un tel polypeptide KARAP selon I'invention. Elle vise 
notamment de tels anticorps capables de reconnaitre, selon une reaction du 
type antigene-anticorps, la SEQ ID n^2, la SEQ ID n^3, la SEQ ID n°4, la 
SEQ ID n^5, SEQ ID n^l 1, SEQ ID n°12, SEQ ID n"13, SEQ ID n°I4, SEQ 
ID n^l5, SEQ FD n^l7 et/ou SEQ ID n^28, ainsi que leurs fragments. 

De tels anticorps sont obtenus par immunisation d'animaux, tels que 
lapms et souns, contre des poKq^eptides, fragments, homologues ou formes 
modifiees selon I'invention tels qu'essentiellement obtenus par elution de 
bandes electrophoretiques, par synthese chimique ou par une technique de 
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proteines de fusion solubles (GST), lesdits polypeptides, fragments, 
homologiies ou fonnes modifiees etant optionnellement couples a des 
immunogenes tels que rovalbuinine. 

Des anticorps inonoclonaux sont alors produits par fusion hybndomale 
des cellules spieniques immunes, cnblage et purification des sumageants de 
culUire (Kohler et Milstein, 1975, Nature 256, 495-497 ; Antibodies, a 
laboratory^ manuaL 1988, Harlow and David Lane, Ed. Cold Spnng Harbor 
laboratorv'). 

A partir de ces aiiticorps, des dianticorps peuvent etre generes selon 
des procedures standards. Lesdits fragments peuvent, si necessaire, etre 
mseres ou greffes a des stnictures humanisantes. 

La presente invention vise egalement les acides nucleiques comprenant 
ime sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, selon le code 
genetique universel et en tenant compte de la degenerescence dudit code, dc 
la sequence en acides amines d'un polypeptide, fi-agment, ou homologue 
selon I'invention, ainsi que les variants qui presentent une homologie 
superieure ou egale a 60% avec de tels acides nucleiques, et qui sont 
capables de coder pour une molecule transductrice d'un signal activateur 
provenant d'un KAR tel que ci-avant defini. Elle vise notamment tout acide 
nucleique dont la sequence ADN est essentiellement constituee par la SEQ 
ID n°l (ADNc de la proteine KARAP mature de sequence SEQ ED n°2), n°6, 
n°7, n°8, n^9, n^lO, n^l6 (sequence ADNc consensus du KARAP de souris 
C57B1/6), n°27 (sequence ADNc du KARAP de souns 129 obtenue a partir 
de la sequence genomique), n'^lS (sequence genomique du KARAP de souris 
129), ou n°31 (sequence ADNc du KARAP humain), ou par toute partie 
correspondant aux regions extra-, intra-cytoplasmique et/ou 
transmembranaires de ces sequences, ou par toute partie correspondant a un 
exon ou im intron de ces sequences. 
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La presente invention vise egalement un procede d'obtention d'un 
poKpeptide selon Tinvention comprenant les etapes : 

1. d'immimoprecipiter une on plusieiirs fTaction(s) 
pol\T)eptidiqiie(s) de lysats de cellules expnmant des recepteurs KAR 
fonctionnels (cellules NK et/ou des cellules T et/ou des cellules myeloi'des 
et/ou des cellules B et/ou mastocytes par exemple) a Taide d'lui ou plusieurs 
anticorps anti-KLR et/ou aiiti-KAR. tel(s) qu'un anticorps anti-CD158, anti- 
p70/NKBU aiiti-pl40. et plus particulierement I'anticoips monoclonal EB6, 
GL183 ou 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre 
plus avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a Taide 
d' anticorps anti-CD3 et/ou anti-FcsRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a 
Taide d'lm ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'im 
anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl , anti-pl40, et plus particulierement 
ranticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de \2 ±2 kDa environ, ou bien 

de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction! s) 
polypeptidique(s) selon Icur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 
(lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperer les 
polypeptides phosphoryles correspondant a im poids moleculaire de 12, 14 
et/ou 16 ± 2 kDa environ. 

La presente demande a egalement pour objet une methode pour obterur 
la sequence de polypeptides KARAP particuliers selon I'mvention. Cette 
methode, dont un exemple de realisation est decnte dans I'exemple 2 ci-apres 
( strategies bio-informatiques), comprend notamment le criblage de celles des 
sequences polypeptidiques qui repondent aux cnteres suivants : 
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- la sequence presente au moms un acide amine mosme 
phosphoniable, 

- la sequence presente ime masse moleculaire comprise entre 5 et 25 
kDa environ. 

- la sequence comporte une region exrrac\toplasmique, ime region 
transmembranaire, et une region mtracvtopiasmique, 

- la sequence comporte au moins un acide amine cysteine dans sa 
region extracvloplasmique, 

- la sequence comporte au moms un acide amme charge (R, K, D, E) 
dans sa region transmembranaire, et 

- la sequence comporte au moms un motif IT AM YxxL/Ix^-gYxxL/I 
dans sa region iiitracytoplasmique, 

- le polypeptide correspondant a la sequence selectionnee devant etre 
capable de s'associer a un KAR, et de ne pas s'associer au recepteur 
contrepartie mliibitrice correspondant (KIR), comme ci-avant defini. 

La presente demande a egalement pour objet une methode pour 
determiner ou controler si un polypeptide candidat correspond a im 
pol>peptide KARAP selon Tinvention. Un exemple de realisation d'une telle 
methode est presente dans I'exemple 2 ci-apres. Une telle methode consiste a 
produire anticorps contre une partie caractenstique de ce polypeptide 
candidat (par exemple ime region intracytoplasmique comprenant au moms 
un motif IT AM ou une region extracytoplasmique), et a verifier qu'il existe un 
recepteur KAR qui, lorsqu'il est exprime de maniere fonctionnelle sur une 
cellule, se trouve associe a im element reconnu, selon une reaction de type 
antigene-anticorps, par ledit anticorps. 

Cette methode, selon I'invention, d'ldentification de polypeptides 
KARAP consiste amsi notamment a : 

- produire un anticorps mono- ou polyclonal dirige contre ce 
poKpeptide candidat, et en particulier contre ime region extracytoplasmique 
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de ce poKqpeptide candidal et/oii une region qui comprend an moins un motif 
ITAM (par exemple, dans le cas de la proteine Iv.\RAP de souns SEQ ED 
n''2 identifiee ci-dessus, un anticorps dinge contre une region de la partie 
extracytoplasmique (SEQ ID n°3) ou de la partie intracvtoplasmique (SEQ 
ID n^"5) de la SEQ ID n°2), 

- mettre en contact cet anticorps avec un lysat de cellules, possedant, 
sous une forme fonctionnelle, le recepteur activateiir ou non inhibiteur pour 
lequel le poKpeptide candidal est suppose constituer le KARAP, dans des 
conditions douces permettant des reactions de liaison de type antigene- 
anticorps, 

- identifier le polypeptide candidal comme etant im polypeptide 
KARAP selon rinvention lorsque dans les produits de reaction 
eventiiellement fonnes, se trouvent im produit de masse moleculaire 
apparente proche de celle dudit recepteur activateiir ou non inhibiteur 
(environ 50 kDa pour le KAR p50) et un produit de masse moleculaire 
apparente proche de celle du polypeptide candidal (notamment entre 10 et 16 
kDa environ). 

Cette methode d'ldentification selon Tinvention peut notamment etre 
realisee : 

- en mettant en contact ledit anticorps comme ci-dessus decrit, 

- faire precipiter les produits de reaction eventuellement formes dans 
des conditions douces de detergent preservant les complexes moleculaires 
(par exemple digitomne a 1%, voir exemple 1 ci-dessus), 

- mesurer la masse moleculaire des produits precipites, par exemple 
par migration electrophoretique en presence des marqueurs de masse 
moleculaire sur un gel de polyacrylamide en conditions denaturantes, et 

- en idenlifiant le polypeptide candidal comme etant un polypeptide 
KARAP selon Tinvention comme ci-dessus decnt. 
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La presente invention concemc egalement une composition 
phannaceutique comprenant. en association avec un vehicule 
phannaceiitiquement acceptable, une quantite efficace d'au moins im 
poKpeptide, KARAP, fraginent, homologiie on forme modifiee selon 
rinvention, d'au moins iin anticorps ou fragment d'anticorps selon Trnvention, 
oil d'au moms un acide nucleique ou vanant d'acide nucleique selon 
rinvention. 

La composition pharmaceutique selon I'invention pent etre formulee 
sous forme solide, liquide ou sous forme d'lme suspension, pour une 
admniistration orale, parenterale, topique. intravaginale, intrarectale ou pour 
une inlialation orale et/ou nasale. 

Ladite composition pharmaceutique selon Tinvention est destmee a 
moduler I'activite d'un KAR. Pour stimuler I'activite d'un KAR, ladite 
composition pharmaceutique com.prendra des agents facilitant la transduction 
du signal provenant dudit KAR, tels que, par exemple, polypeptides, 
fragments, homologues, ou acides nucleiques, variants selon Tinvention 
capables de traverser une bicouche lipidique. Pour inhiber I'activite d'un 
KAR, ladite composition pharmaceutique comprendra des agents bloquant la 
transduction des signaux issus dudit KAR tels que, par exemple, des 
fragments d'anticorps selon finvention capables de traverser une bicouche 
lipidique de maniere a bloquer les KARAPs cellulaires, ou des polypeptides 
modifies, selon I'invention, phosphoryles ou non, par exemple a 
phosphorylation non hydrolysables dans des conditions biologiques. de 
maniere a bloquer des protemes a domaine SH2 (ZAP-70, p72^^^) ou PTE ou 
toute molecule adaptatnce ou effectnce de I'activation dudit KAR. De telles 
modifications comprennent notamment Taddition de groupements 
phosphonates, et/ou la mutation d'au moins im residu Tyrosme (Y) en residu 
phenylalanine (F). 
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La presente demancle \'ise done une composition pour la prevention, la 
palliation, et/ou le traitement dim fonctionnement anormal ou non desire 
d'une cellule nnpliquee dans vme reaction immunitaire. Une telle composition 
comprend avantageusement des polypeptides, ou, le cas echeant, des 
polypeptides modifies selon I'mvention, 

Pour determiner au niveau d'une cellule si un signal provenant d'lm 
¥JkR est ou non transduit, et pour determiner si un tel signal est stimule ou 
mhibe, de nombreux moyens sont a la disposition de Thomme du metier. Des 
exemples de tels moyens ont ete ci-avant indiques. 

L'utilisation desdits polypeptides, anticorps et acides nucleiques, en 
tant qu'agents de diagnostic, entre egalement dans le champ de la presente 
invention (methodes de diagnostic, et kits de diagnostics permettant de les 
mettre en oeuvre). 

La presente invention vise egalement une methode de diagnostic In 
vitro d'un fonctionnement anormal ou non desire d'lme cellule comprenant 
les etapes de : 

- mise en contact d'au moms une cellule, ou un extrait de cellule, avec 
un anticorps selon Tinvention, ou un fragment d'un tel anticorps, ou avec im 
acide nucleique selon I'lnvention ou un vanant d'un tel acide nucleique, et de 

- revelation du produit de reaction eventuellement forme. 

L'etape de rmse en contact est realisee dans des conditions notamment 
de duree, temperature, tampon, le cas echeant de reticulation de gel, 
permettant fetablissement d'une reaction de type antigene-anticorps par 
exemple par ELISA (Enzyme Linked Immimoabsorbant Assays), ou le cas 
echeant, d'lme reaction de type hybndation d'acides nucleiques et PGR 
(amplification en chaine par polymerase). 

Poiu- la revelation du produit de reaction eventuellement forme, 
peuvent etre utilises des marqueurs tels que marqueurs fluorescents, 
enz\'matiques. radioactifs ou lummescents. 
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Ladite methode de diagnostic in vuro selon I'invention pennet le 
diagnostic de fonctionnements cellulaires anormaux ou non desires pouvant 
se traduire par iine maladic immunoproliferative, ime maladie 
d^iiTUTiunodeficience telle qiuine maladie a VTII, un cancer tel que la maladie 
lymphoproliferative des lymphocytes granulaires, une maladie auto-immune 
telle que la polyartlirite rhimiatoide, une maladie infectieuse telle que le 
paludisme, une reponse aliergique, un rejet de greffe. 

La presente mvention se rapporte egalement a une methode 
d'identification de molecules adaptatnces ou effectnces de Tactivation d'un 
KAR, et a une methode d'identification de molecules capables de moduler 
ime activite cellulaire resultant de I'activation d'un KAR. 

Ladite methode d'identification de molecules adaptatrices ou 
effectnces de I'activation d'un KAR selon I'invention comprend les etapes de 

i. mise en contact des molecules candidates avec des polypeptides 
selon I'invention (ou avec des fi^agments ou homologues de tels polypeptides), 
et de 

ii. selection de celles des molecules candidates pour lesquelles une 
liaison auxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypeptides) est 
observee. 

Les molecules candidates susceptibles d'etre des molecules 
adaptatnces ou effectnces de I'activation d'un KAR peuvent etre par example 
choisies parmi les molecules a domaine SH2 ou PTB. Elles peuvent se 
presenter sous forme recombinante soluble, 

L'etape de mise en contact peut etre, par exemple, realisee par 
couplage des molecules candidates, obtenues sous forme recombinante 
soluble, susceptibles d'etre des molecules adaptatrices ou effectnces de 
I'activation d'un KAR, a des billes permettant la mesure de la radioactivite 
telles que billes de liquide scintillant, et par passage, sur lesdites billes, de 
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poKpeptides selon rinvention (ou de fragments on homologiies de tels 
poKpeptides) sous fonne tntiee. Sent alors selectioimees celles des 
molecules candidates pour lesquelles une liaison auxdits poKpeptides, 
fragments, ou homologues est observ^ee par mesure de la radioactivite (cpm). 

5 L'etape de mise en contact pent egalement erre realisee par 

nnmobilisation de polypeptides selon luivention (ou de fragments ou 
homologues de tels poKpeptides) sur des microsupports permettaiit la mesure 
de la resonance de plasmons tel que des microsuppons BIAcore (Pharmacia) 
{cf. par exemple Olcese et ai, 1996, The Journal of Immimoiogy 156:4531- 

10 4534 ; Vely et ai. Immunology Letters 1996, voL54. pl45-150), ou par 
immobilisation de polypeptides selon finvention phosphoryles et biotmyles 
sur des billes streptavidine (Vely et ai Eur. J. Immimol. 1997, 27: 1994- 
2000; Le Drean et ai Eiu*, J. ImmimoL 1998, 28: 264-276), et par passage, 
sur lesdits microsupports, de molecules candidates susceptibles d'etre des 

15 molecules adaptatrices ou effectrices de I'activation d'un KAR. Sont alors 
selectionnees celles des molecules candidates pour lesquelles une liaison 
aiLxdits polypeptides, fragments, ou homologues est observee par mesure de 
la resonance de plasmons (Resonance Umt). 

Cette methode d'identification des molecules adaptatnces ou 

20 effectnces de Tactivation d'un KAR, quel qu'en soit son mode de realisation, 
pent egalement servir de referentiel dans la mise en oeuvre de la methode 
d'identification de molecules capables de moduler une activite cellulau*e 
resultant de ['activation d'un KAR selon finvention. 

Cette methode d'identification de molecules capables de moduler une 

25 activite cellulaire resultant de I'activation d'un FIAR, selon I'invention, 
comprend les etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des molecules 
adaptatnces ou effectnces de I'activation d'un KAR telles qu'obtenues par la 
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methode selon rinvention ci-avant decnte et avec des polypeptides selon 
rinvention ion avec des fraginents ou homologues de tels polypeptides), et de 

li selection de celles des molecules candidates qui exercent un effet 
sur la liaison entre lesdits polypeptides (ou lesdits fraGrments ou homologues 
de polypeptides) et lesdites molecules adaptatnces ou effectnces, telle 
qu'observ^ee en Tabsence desdites molecules candidates. 

Les molecules candidates susceptibles de moduler une activite 
cellulaire resultant dun KAR peuvent etre choisies parmi des banques de 
composes natiirels ou synthetiques, en particulier parmi des banques 
chimiques ou combmatoires. Lesdites molecules candidates peuvent etre de 
nauire proteique (par exemple, denves ou fragments d'anticorps anti-idiotypes 
tels que les anticorps selon I'mvention, derives ou fragments d'anticorps 
cataKtiques), de natiu-e carbonee, lipidique ou nucleique. 

L'etape de mise en contact de la m.ethode d'identification de molecules 
capables de moduler une activite cellulaire resultant de I'activation d'un KAR, 
selon rinvention, pent etre, par exemple, realisee par incubation desdites 
molecules candidates avec des polypeptides selon rinvention (ou avec des 
fragments ou homologues de tels polypeptides) et avec des molecules 
adaptatnces ou effectnces de I'activation d'un KAR, telles qu'obtenues par la 
methode selon Tinvention, dans des conditions permettant une mesure du taux 
de liaison entre lesdits polypeptides et lesdites molecules adaptatnces ou 
effectnces de I'activation d'un KAR, par exemple, en se basant sur une 
propnete chimique desdites molecules adaptatnces ou effectnces a I'etat non 
lie, telle que propnete enzymatique, propnete de phosphorylation ou d'auto- 
phosphorylation. 

L'etape de mise en contact de la methode d'identification de molecules 
capables de moduler une activite cellulaire resultant de Tactivation d'un KAR, 
selon rinvention, peut egalement etre realisee par mise en oeuvre de 
techniques du type billes de liquide scintillant et polypeptides tnties ou du 
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rvpe microsupport et mesure de la resonance de plasmons, telles que ci-avant 
decntes, en mesurant la radioactivite oil respecrivement, la resonance de 
plasmons, resultant de la liaison entre lesdus polvpeptides et lesdites 
molecules adaptatnces ou effectnces, en Tabsence et en presence des 
5 molecules candidates. Sont alors selectionnees celles des molecules 
candidates qui soit augmentent soit diminuent de maniere statistiquement 
significative le taux de liaison temoin mesure entre lesdits polypeptides et 
lesdites molecules adaptatnces ou effectnces en Tabsence desdites molecules 
candidates. 

10 Les molecules capables de moduler I'acnvation d'un KAR, telles 

qu'identifiees par la methode selon Tinvention, peuvent etre modifiees 
cliimiquement de maniere a les rendre non hydrolysables dans des conditions 
biologiques, et/ou de maniere a ce qu'elles puissent traverser une bicouche 
lipidique cellulaire, 

15 Les molecules capables de moduler Tactivation d'lm KAR, selon 

I'invention, avantageusement agissent en modifiant Tinteraction entre lesdits 
KARAPs et leurs effecteurs ou adaptateurs cellulaires. 

Lesdites molecules capables de moduler ime activite cellulau-e resultant 
de I'activation d'lm KAR, selon la presente invention, peuvent alors etre 

20 appliquees a une cellule cultivee m vitro, telle que cellule lymphocytaire, 
dont Tactivite KAR a ete stimulee, par exemple, par mise en contact avec un 
ligand. Cette application se fait par penetration a Tinterieur de ladite cellule, 
par exemple, par electroporation ou par modification chimique permettant le 
fi-anchissement d'une bicouche lipidique. 

25 La presente invention est illustree par les exemples suivants qui ne 

doivent etre en aucun cas consideres comme limitatifs. 



II y est fait reference aux 23 figures suivantes: 
- la Figure 1 presente 
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en A, line analyse par cytometre de flux (FACScan, marque deposee 
Becton-Dickinson) en iinmunotluorescence indirecte de cellules cultivees siir 
IL-2 (interleukine 2) et issues de patients aneints de LDGL (maladie 
lymphoproliferatnce des lymphocytes granulaires) designes par R.P., D.F. et 
MAL., et 

en B, les resultats d'un test de cytotoxicite re-dinge avec differents 
anticorps monoclonaux, realise sur des cellules NK cultivees sur IL-2 
provenant de differents domieurs ; 

- la Figure 2 presente : 

en A, ime analyse SDS-PAGE (resolution de proteines par 
electrophorese sur gel et dodecylsulfate de sodium) realisee a partir de 
cellules NK de donneur R.P. (p50.]^) radiomarquees au "'I et 
mimimoprecipitees a Faide de I'anticorps monoclonal anti-CD 158 EB6, avant 
et apres epuisement en FcsPJy et en CD3C a Faide d'anticorps anti-CD3e; / 
anti-FcsRJy, 

en B, une analyse SDS-PAGE avec une sonde anticorps anti-CD3^ de 
lysats complets de cellules D.F. ou d'immimoprecipites de tels lysats ; 

- la Figure 3 presente : 

en A, une analyse SDS-PAGE des proteines phosphorylees issues de 
tests kinase m vitro auxquels ont ete soiunis des immunoprecipites de lysats 
de cellules NK MAL., 

en B, le meme type d'analyse SDS-PAGE qu'en figure 3 A mais 
realisee a partir de cellules RBL-2H3 p50.2^, 

en C, une analyse par electrophorese siu" couche mmce (TLE) des 
acides amines phosphoryles des bandes KARAPs et CD3C excisees apres 
tests kinase m vitro realises sur des immimoprecipites anti-CD158 et anti- 
CD 16, respectivement, de cellules NK R.P., 
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- la Figure 4 presente une analyse SDS-PAGE bidimentionnelle en 
conditions non-denaturantes/denaturantes dMmmunoprecipites ajiti-CD158 de 
lysats de cellules NK R.P. ayant subi un test kinase, et 

- la Figure 5 presente les recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs de la 
5 supertamille des unmimoglobulines (IgSF) ou du type lectine, et leurs 

contreparties niliibitnces, 

- la Figure 6 represente la structure schematique de recepteurs KIR 
(p58) etKAR(p50), 

- la Figure 7 represente la sequence ADNc d'lm polypeptide KARAP 
10 de souns selon Tinvention (SEQ ED n""! ), 

- la Figure 8 represente la sequence nucleotidique (compose entre la 
sequence leader exclue et le codon stop) et la sequence en acides amines d'un 
polypeptide KARAP selon Tinvention (proteine mature, SEQ ED n''2), et 



15 polypeptide KARAP selon Einvention, 

- les Figures lOA, HA, 12 A, 13A et 14A illustrent respectivement les 
sequences ADNc des EST AA242315, AA734769, W88159, AA098506 et 
W41 142 (SEQ ID n% a SEQ ID n°10), 

- les Figures lOB, IIB, 12B, 13B et MB illustrent respectivement les 
20 sequences proteiques des EST AA242315, AA734769, W88159, AA098506 

et W41 142 (SEQ ED n^l 1 a SEQ ID n^l5), 

- la Figiure 15 represente ralignement des sequences ADNc des EST 
AA242315, AA734769, W88159, AA098506 et W41142, et la sequence 
consensus resultante (SEQ ED n°16 ; ADNc KARAP de souns C57B1/6 

25 consensus), 

- la Figure 16 represente Ealignement des sequences proteiques des 
EST AA242315, A.A734769, W88159. AA098506 et W41142, et la 
sequence consensus resultante (SEQ ED n^l7 ; proteine KARAP de souns 
C57B1/6 consensus). 



- la Figure 9 represente Ealignement des ITAMs et de EITAM d'un 
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- la Figure 17 represente la sequence du gene KARAP de souris de 
ligiiee 129 (SEQ ID n"]8 ; 2838 pb), 

- la Figure 18 represente lorganisation genomiqiie du ICAJ^P de 
souns de lignee 129, 

- la Figure 19 represente la sequence ADNc du KARAP de soiins de 
lignee 129 (SEQ ED n°27) et la sequence proteique correspondante (SEQ ID 



- la Figure 20 represente de haut en bas, lorganisation genomique du 
gene KARAP de souns de ligiiee 129, la sequence proteique correspondante, 

10 et la nauire des differentes regions de cette proteme, 

- la Figure 21 represente I'ADNc du KARAP humain (SEQ ID n^31), 

- la Figure 22 represente le pourcentage de serotonme relargee dans le 
sumageant par les cellules RBL-2H3 doublement transfectees p50/KARAP 
humain, et stimulees par I'anticorps indique en abscisse (a gauche : aucun 

15 anticorps ; au centre IgE de souns : mlgE 1/500 ; a droite : GL183 5|ag/'nil), 

- la Figure 23 illustre Thomologie entre I'organisation du gene KARAP 
humain et celle du gene KARAP munn. 

EXEMPLE 1 : 

20 

1. Materiels et methodes 

Anticorps monoclonaux (mAbs) et reactifs 

25 Les anticorps monoclonaux suivants ont ete utilises : 

- des anticorps anti-CD3, anti-CD 16 et anti-CD56 d'isotype IgGl tels 
que JT3A (Coulter Immunotech reference 0178), KDl (Couher hnmunotech 
reference 0813) et TA181.H12 (Coulter Immunotech reference 1844), 
respectivement, 



n 



°28), 
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- des anticorps anti- CD3; tels que TIA-2 (Coulter Iinmunotech 
66045P2), 

- des anticorps aini-CD158, a savoir des anticorps anti"p58.1 tels que 
EB6 (Coulter Iinmunotech reference 1847), des anticorps anti-p58.2 tels que 
GL183 (Coulter Iinmimotech reference 1846 ) et des anticorps anti-p50.3 tels 
que PAX250 decnt dans Bottino ei al. {Eur. J. Jmmimol. 1996, 26, 1816), 

- un antisemm de lapin anti-FceRIy tel que rantisenun 666 decnt dans 
Jouvin M.H. et al., 1994, J. BioL Chem. 269, 5918-5925, 

- un antisemm de lapin anti-FcsRIa tel que Tantiserum BC4 decnt dans 
BocianoL.K- et ai, 1986, J. Biol. Biochem. 261, 11823-1 1831, 

- un antisemm de chevre anti-souns conjugiie a la peroxydase de 
raifort (Sigma A-2304) et un antisenmi de chevre anti-lapm conjugiie a la 
peroxydase de raifort (Sigma A-0545), 

- une immimoglobulme de chevre anti-souns conjuguee a de 
risothiocyanate de fluoresceme (Coulter- Immunotech 0819 F(ab')2), 

- des anticorps monoclonaax GL183-Phycoerythrine (GL183-PE) 
(Coulter-Immunotech 2278), (EB6-Phycoeiythnne (EB6-PE) (Coulter- 
Immunotech 2277) et une unmunoglobiiline de chevre anti-souris- 
phycoerythnne (anti-souns-PE) (Coulter Immimotech 0855 F(ab')2). 

Le tampon de lyse contenait du Tris-HCl 25 mM pH 7,5 ; NaCl 
150 mM ; digitonme 1% ; orthovanadate de sodium 100 ; NaF 10 mM; 
aprotinine 2 |ig/ml ; leupeptine 2 |ig/'ml ; tous ces produits ayant ete achetes 
aupres de Sigma (St Louis, MO, USA). 

Le tampon kinase contenait de THepes 20mM pH 7,2 ; 
NaCl 100 mM ; MnCL 5 mM ; MgCL 5mM ; ^^y ATP 10 ^Ci - 370 kBq 
(Amersham, Buckinghamshire. UK). 

Le tampon d'electrophorese sur couche mmce (TLE) contenait de 
Tacide acetique glacial a 10% et de la pyndme a 1% dans de I'eau : pH 3,5. 
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Cellules 



Cellules NK humaines issues de patients LDGL ou cellules LDGL : 



Les cellules NK hmnaines out ere obtenues a partir de patients atteints 
de maladie lymphoproliferative des lymphocytes granulaires (LDGL, 
LymphoproUferatJve Disease of Granular Lymphocytes) de la lignee des 
cellules NK CD56", CD 16", CD3', Des lymphocytes de sang periphenque 

10 (PBL, Peripheral B/ood Lymphocyte) ont ete isoles a partir d'echantillons de 
sang de patients atteints de LDGL par centnfugation selon un gradient 
Ficoll/Hypaque. Ces ceUules LDGL ont ete alors cultivees a 37°C a une 
concentration de 10^ celhiles par ml sur milieu RPMI-1640, a 10 ^g/ml de 
penicilline-streptomycme et 10 % de senmi de veau foetal, en presence de 

15 cellules nourricieres irradiees allogeniques et de 100 U/ml de rIL-2. 

Obtention de cellules transfectees RTnB.p50.2^ : 



20 Collection) expnmant des KARs p50.2 (cellules RTIIB.p50.2^) ont ete 
realisees telles que decntes dans Blery et aL 1997, J. Biol. Chem., 272, 
8989-8996). La figure 6, represente de maniere schematique, la stmcture de 
recepteurs KIR p58 (recepteurs humains inhibiteurs de type 
immunoglobuline) et des recepteurs KAR p50 (contrepartie non inhibitrice 

25 des recepteurs KER p58), 

Bnevement, les cellules RTIIB utilisees sont les cellules classiquement 
decntes comme etant des cellules RBL-2H3 transfectees de maniere a 
expnmer le recepteur FcYRIIb2 munn et la molecule chimerique CD25/CD3 



Des transfectants de cellules RBL-2H3 (American Type Culture 
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comprenant les domaines ecto- et trans-membranaires complets de la CD25 
humaine lies au domaine intrac>toplasmique complet de la CD3 munne. 

Ces cellules RTIIB ont ete de plus transfectees par electroporation 
d'ADNc 183.Act2 (codant pour p50.283) porte sur le vecteur d^expression 
5 RSVogpt. 

Des cellules transfectees RTIIB.p50.2^ stables ont ete etablies par 
culture en presence de xanthine (250 lag./!), dMiypoxanthme (13,6 ^ig/l) et 
d'acide mycophenolique (2 p.g/1). 

10 Test Cvtolvtique 

L'activite cytolytique des cellules LDGL cultivees sur IL-2 a ete 
mesuree par rapport a la lignee cellulaire murine P815 (Amencan T>pe 
Culture Collection) en Tabsence ou en presence des mAbs anti-CD16, anti- 
15 CD158etanti-CD56. 

Brievement, 5x10^ cellules cibles marquees au ^*Cr ont ete ajoutees a 
des dilutions en serie de cellules effectnces en presence de 50 ^il d'anticorps 
monoclonal siimageant dliybridome au demarrage du test standard de 
liberation de ^^Cr durant 4 heures (Vivier E, et ai, 1991, J. ImnninoL 
20 146:206). 

Radio-ioduration 

Les cellules (10 - 50 x 10^) ont ete fixees au formaldehyde a 0,5% 
25 dans du PBS (tampon de phosphate de sodium), puis permeabilisees pendant 
5 minutes a I'aide de digitonme a 30 [ig/'ml dans du PBS prealablement a une 
ioduration catalysee par la lactoperoxidase NEN-Dupont, Wilmmgton, 
DE, USA) tel que decnt par Anderson P. et aL. 1989, ImmunoL /-/i:1899. 
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Les cellules ont ete lysees pendant 30 mniutes a dans un tampon 
de lyse a digitonine. Les sumageants post-nucleaires pre-punfies ont alors ete 
iinmunoprecipites a I'aide d'anticorps specifiques coiivrant des billes S4B- 
Sepharose (Pharmacia, Piscatavvay, NJ, USA) (Vivier E. et ai, 1991, J, 
5 Immunol. 146:206). Les immunoprecipites ont ete analyses par SDS-PAGE 
(resolution de proteines par elecrrophorese sur gel et dodecylsulfate de 
sodium) et autoradiographic. 

Test kinase //; vitro 



Les cellules (10 x 10^ par echantillon) ont ete lysees dans 1 ml de 
tampon de lyse (voir reactifs). Les sumageants post-nucleaires prepurifies ont 
ete immimoprecipites pendant 2 a 3 heiires en utilisant des anticorps 
monoclonaux lies de m^aniere covalente a une Sepharose 4B activce par CnBr 

15 (Pharmacia). Les complexes immuns ont ete laves trois fois dans du tampon 
de lyse ; 40 fil de tampon kinase (voir reactifs) ont alors ete ajoutes aux 
immimoprecipites pendant 10 minutes a 37°C. La reaction kinase a ete 
arretee par addition du tampon reducteur SDS-echantillon. Les echantillons 
ont ete portes a ebullition prealablement a ime analyse par SDS-PAGE et 

20 autoradiographie, Dans certaines experiences, les echantillons ont ete 
analyses par SDS-PAGE diagonale non-denaturante/denaturante 
bidimensionnelle. 

Analyse de la phosphorylation des KARAPs 



Apres le test kinase m vitro et la separation par SDS-PAGE, les 
proteines phosphorylees ont ete excisees des gels seches et ont ete eluees en 
utilisant un Centnlutor (Aimcon) ou une solution de SDS (dodecylsulfate de 
sodium) a 0,1% dans du PBS (tampon de phosphate de sodium). Les 



10 



25 
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proteines eluees out ete precipitees dans de Tacide tnchloroacetique a 20% a 
4°C pendant 2 heiires, prealablement a iine incubation dans 200 ul d'HCl 5,7 
M a llO^'C pendant 90 minutes. Les acides amines indi\iduels ont alors ete 
seches et remis en suspension dans 5 de tampon TLE (voir reactifs) 
5 contenant 5 ^ig de chaque phosphotvTosine, phosphotlireonine, phosphoserine 
non marquee (Sigma) en tant qu'etalons standards. Les echantillons ont ete 
deposes sur des plaques de cellulose (DC-cellulose lOO-um) et mis a migrer a 
1500 V pendant 45 mmutes a 4''C sur un Multiphor II (Pharmacia). Des 
etalons standards ont ete developpes a Taide de ninhydrine a 1% dans de 
10 {'acetone et les acides amines marques au ont ete identifies par 
autoradiographie. 

Analyse par immunotransfert 

Les immunoprecipites ont ete resolus par SDS-PAGE, transferes sur 
15 filtres de nitrocellulose et confrontes aux sondes anticorps anti-CD3^^ ou anti- 
FCeRIy diluees dans une solution de PBS a 5% en lait deshydrate ecreme. 
Les immunotransferts ont ete reveles en utilisant un antisenim de chevre anti- 
souris ou anti-lapin conjugue a la peroxydase de raifort (Sigma references A- 
2304 et A-0545 respectivement) et le systeme de detection ECL 
20 commercialise par Amersham (RPN 2209). 

2. Resultats 

Phenotvpe de surface 

25 Le phenotype de surface des cellules NK issues de patients LDGL et 

cultivees sur IL-2 (interleukme-2 ) a ete analyse par FACScan (tri de cellules 
activees par fluorescence) en mimimofluorescence mdirecte. 

Sont ci-apres reportes les resultats de Letiide relative a trois de ces 
patients, ci-apres nommes R.P., D P. et MAL. 
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Lesdirs resultats sent illustres par la Figure lA ou est presentee une 
analyse par FACScan en immunofluorescence indirecte de cellules LDGL 
(maladie l\Tnphoproliferative des Kmphocytes granulaires) R.P., D.F. ou 
iVLAL. cultivees siu* IL-2. Une immunoglobuline de chevre anti-souns 
conjuguee a de Tisothiocyanate de fluoresceine a servi de reactif de seconde 
etape. Pour chaque type de cellules LDGL (cellules LDGL R.P. pour les 
analyses presentees dans la bande honzontale supeneiu-e, cellules LDGL 
D.F. pour celles de la bande honzontale mediane, cellules LDGL MAL. pour 
celles de la bande honzontale mferieure) et pour chaque traitement subi 
(traitement temoin C pour les graphes presentes a gauche ou traitement par 
I'anticorps monoclonal indique, soit de gauche a droite, anti-CD3, anti-CD16, 
anti-CD158 EB6, anti-CD158 GL183, anti-CD158 PAX 250), sont 
reportees, en abscisse, les mtensites de fluorescence et, en ordonnees, le 
nombre relatif de cellules. 

On pent observer que : 

- les cellules NK R.P., D.F. et MAL. sont toutes CD3" et CD 16^, 

- les cellules NK R.P. sont pSO.T, p50.2", p50.3' : elles sont recoimues 
par I'anticorps monoclonal anti-CD 158 EB6 et ne sont pas reconnues par les 
anticorps monoclonaux anti-CD158 GL183 et PAX250, 

- les cellules NK D.F. sont p50.r, p50.2"', p50.3* : elles sont reconnues 
par I'anticorps monoclonal anti-CD158 GL183 et ne sont pas reconnues par 
les anticorps monoclonaux anti-CD 158 EB6 et PAX250, 

- les cellules NK MAL. sont p50.r, p50.2", pSO.S"^ : elles sont 
reconnues par I'anticorps monoclonal anti-CD158 PAX250 et ne sont pas 
reconnues par les anticorps monoclonaux anti-CD158 EB6 et GL183. 

Les trois patients attemts de LDGL ont done presente une 
lymphoproliferation de cellules NK reconnue par des anticorps anti-CD158 : 
anti-KER p58.1 (EB6), anti-KLR p58.2 (GL183) et anti-KAR p50.3 
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(PAX250) respectiveinent. Trois groupes de cellules NX out ainsi pu etre 
definis : cellules LDGL R.P., cellules LDGL D.F. et cellules LDGL MAL, 

Test cvtolvtique 

5 

Des essais de cytotoxicite re-dingee utilisant P815 en tant que cellules 
cibles FcyR"" ont ete realises pour les cellules NK R.P. p50.r, D.F. p^O^"" et 
MAL. pSO.S"^ 

Les resultats sont illustres par la Figure IB ou est presente un test de 

10 cytotoxicite re-dirigee avec differents anticorps monoclonaux : des cellules 
NK issues des dormeurs indiques (R.P. p50.r a gauche, D.F. p50.2^ au 
centre, ou MAL. pSO.S"" a droite) et cultivees siir IL-2 ont ete utilisees 
comme cellules effectnces. Le test a ete realise en presence de : aucun 
anticorps (cercles blancs), anticorps monoclonal anti-CD16 (triangles noirs), 

15 anticorps monoclonal anti-CD56 (tnangles blancs), anticorps monoclonal 
anti-CD158 (EB6 pour R.P., GL183 pour D.F. et PAX250 pour MAL.) 
(cercles noirs). En abscisse sont reportes les ratios cellules effectnces : 
cellules cibles (ratio E:T ; 8:1 ; 4:1 ; 2:1 ; 1:1 ; 0,5:1 ; 0,25:1) et, en 
ordonnees, le pourcentage de lyse specifique. (echelle de 0 a 120%). 

20 Les tests de cytotoxicite re-dirigee indiquent que, par constraste avec 

ce qui est observe lors d'lme stimulation de recepteiirs KIRs, I'addition 
d'anticorps anti-CD158 aux cellules NK augmente considerabiement la 
cytolyse des cellules P815 (Figure IB). 

A titre de temoms, les anticorps monoclonaux anti-CD 16 augmentent 

25 la cytolyse spontanee des P815 de maniere similaire aux anticorps 
monoclonaux anti-CD158. alors qu'un anticorps monoclonal anti-CD56 
apparie a Tisotype na aucun effet (Figure IB). 

Ces cellules NK expnment done a leur surface des KARs, Tisoforme 
activatnce des KIRs. Ces resultats ont ete, de plus, confirmes par analyses 
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PCR (amplification en chaine par polymerase) avec transcnptase inverse des 
ADNc KIR/KAR. 

Analyse des KARs exprimes par radio-ioduration et immunotransferts : 
identification des KARAPs 

Les recepteurs KARs expnmes sur les cellules NK issues de patients 
LDGL ont ete analyses par radio-ioduration interne suivde 
d'immunoprecipitation. 

Les resultats sont illustres par la figure 2A ou est presentee une analyse 
SDS-PAGE, sur gel a 13% en conditions denatiirantes, realisee a partir de 
cellules NK (10 x 10^ cellules/piste) de donneur R.P. (p50.r) radiomarquees 
au ^-'I et mimunoprecipitees a Taide de I'anficorps monoclonal anti-CD158 
EB6 (piste 1), puis purifiees a I'aide d'anticorps monoclonaux anti- 
CD3C/anti-Fc8RIy (pistes 2 a 7) et enfin re-immimoprecipitees a Taide de 
I'anticorps monoclonal anti-CD 158 EB6 (piste 8). 

Les memes profils ont ete obtenus avec les donneurs D.F. (p50.2'^) et 
MAL. (p50.3"^) (donnees non presentees). 

On peut observer que les mimunoprecipites d'anticorps anti-CD 158 
prepares a partir de lysats de cellules NK contiennent, en plus des KARs 
obser\'es a ^50 kDa, une bande de masse moleculaire plus faible migrant a 12 
± IkDa environ. 

II a ete montre que les KIRs s'associent avec les polypeptides CD3c; et 
FCeRIy dans les cellules NK humaines. Les experiences de pre-epuisements 
utilisant des anticorps anfi-CD3C et anfi-FCeRIy ont elimine la possibilite que 
la bande de 12 kDa environ associee au KARs soit CD3C ou FCsRIy (Figure 
2A). 
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L'ensemble proteiquc correspondant a cette bande a 12 ^ IkDa 
environ a ete baptise KARAPs (KAR'associatcd proieins^ proteines associees 
aux KARs). 

Ces resultats ont ete confinnes par des expenences d 'immunotransferts 
3 qui ont revele Tabsence de toute bande reactive en presence d'anticorps anti- 
CD3c; dans les immiinoprecipites de inAbs anti-CD158 prepares a panir de 
lysats NK. 

Ces resultats, obtenus en presence d'anticorps anti-CD3C, sont illustres 
par la figure 2B ou est presentee une analyse de lysats complets de cellules 

10 D.F. ou d'iinmunoprecipites de tels lysats par resolution SDS-PAGE sur gel a 
15^0 en conditions denaturantes et incubation des filtres de nitrocellulose 
avec une sonde anticorps monoclonal anti-CD3^ (fleche de marquage a 
droite). Les lysats complets de cellules (LCC) D.F. ont ete deposes a 5 x 10"" 
cellules/piste en piste L les iiTimunoprecipites de tels lysats a 15 x 10^ 

15 cellules/piste en pistes 2 a 4. Les mimunoprecipitations ont ete realisees sur 
des lysats de cellules D.F. en utilisant Fanticorps monoclonal anti-FcsRIa 
BC4 en temom piste 2, Fanticorps monoclonal anti-CD16 en piste 3 et 
I'anticorps monoclonal anti-CD158 GL183 en piste 4. 

Les memes resultats ont ete obtenus pour les cellules R.P. et MAL., a 

20 Taide de mAb anti-CD3C. 

Les resultats obtenus a Faide de mAb anti-FCeRIy (donnees non 
presentees) ont apporte la meme confirmation. 

Analyse des KARAPs par test kinase in vitro et electrophorese sur 
25 couche mince (TLE) 

Les tests kinase in vitro realises sur les immunoprecipites d'anticorps 
monoclonaux anti-CD158 ont revele que les KARs sassocient a une 
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phosphoproteine preclommante de faible poids moieculaire migrant a eimron 
14 ± 1 kDa daiis les cellules NIC. 

Les resultats sont illustres par la figure 3A : des lysats prepares a partir 
de cellules NK MAL. out ete immunoprecipitees avec I'anticorps mdique 
(anti-FccRla en piste 1, anti-CD16 en piste 2, anti-CD158 en piste 3) 
prealablement a des tests kinase in vitro, Les proteines phosphorylees ont ete 
separees par SDS-PAGE sur un gel a 15% en conditions denauirantes. 

Ces resultats sont en accord avec le changement de masse moieculau-e 
attendue pour la forme phosphorylee de la KARAP a 12 kDa observee par 
lodiu-ation mteme. De plus, les mimimoprecipites de inAbs anti-CD 158 
prepares a partir de cellules NK KAR^ comprennent deux autres phospho- 
KARAPs, migrant a 16 ± I kDa et 12 ± 1 kDa respectivement (signales par 
un astenstique de part et d'autre de la fleche KARAP a 14 kDa en Figure 
3 A.y . 

L'association des KARs avec un groupe similaire de KARAPs 
phosphorylees a aussi ete observee avec im panel de clones de cellules NK 
KAR"^ et etait absente de clones NK KIR^. II a ete observe que Tintensite 
relative des phospho-KARAPs a 16,14 et 12 kDa peut varier selon rorigine 
des cellules NK. 

Une analyse des acides amines phophoryles a revele que la KARAP 
majeure a 14 kDa est pnncipalement phosphorylee au niveau des residus 
tyrosme. 

Les resultats sont illustres par la figure 3C : les bandes KARAPs (a 
gauche) et CD3C (a droite) ont ete excisees apres test kmase in vitro et 
soumises a une analyse des acides amines phophoryles par electrophorese sur 
couche mmce. Dans cette expenence, les bandes KARAPs et CD3C ont ete 
isolees a partir d'lmmunoprecipites d'anticorps monoclonaux. respectivement, 
anti-CDI58 et anti-CD 16 prepares a partir de lysats de cellules NK. R.P. 
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Neanmoins, une phosphorvlation au niveau de residiis senne mais non 
au niveau de residus tlireonnie pent aussi etre detectee. A titre de temoin, 
Tanalvse des acides amines phophorv^ies a confimie la phosphorylation de 
CD3C au nneau du residu tvTOsnie seulement. 

5 

KARAPs et transduction du signal activateur (tranfectants KAR^) 

Par contraste avec les KIRs p58.2, Texpression de KAR p50.2 dans les 
transfectants de la lignee cellulaire non lymphoide FIBL-2H3 ne conduit pas a 
une reconstinition de la fonction activatnce des KARs p50.2. En elfet, la 

10 stimulation de tranfectants de cellules RBL-2H3 p50.2^ induite par des 
anticorps anti-CD158 ne conduit a aucime mobilisation detectable du Ca^"^ 
intracytoplasmique, ni a aucune liberation detectable de serotonine. 

De maniere remarquable, les tests kinase m vitro realises sur les 
irmminoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD158 prepares a partir de 

15 transfectants de cellules RBL-2H3 p50.2'^ n'ont inclus aucune KARAP 
detectable. 

Les resultats sont illustres par la figure 3B : des lysats prepares a partir 
de cellules RBL-2H3 p50.2'' ont ete immimoprecipitees avec Tanticorps 
mdique (anti-CD3£ en piste 1, anti-FccRIa en piste 2, anti-CD158 en piste 3) 

20 prealablement a des tests kinase in vitro. Les proteines phosphorylees ont ete 
separees par SDS-PAGE siu* un gel a 15% en conditions denaturantes. 

Le defaut d'association des KARs aux KAJRAPs dans les transfectants 
de cellules RBL-2H3 p502^ a ete egalement confirme par ioduration interne 
(donnees non presentees), 

25 Les KARAPs s'associent done de maniere selective aux KARs, et 

Tabsence d'association des KARs aux KARAPs est correlee avec Tincapacite 
des KARs a transduire un quelconque signal activateur detectable. 



Association KAR-KARAPs (gel diagonal) 
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Finalement, une analyse sur gel bidnnensionnel diagonal des 
nnmunoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD158 a revele que les 
phospho-KARAPs de 16, 14 et 12 kDa environ decroissent le long du gel 
diagonal. 

Les resultats sont illustres par la figure 4 : des iinmiinoprecipites (EP) 
d'anticorps monoclonaux anti-CD 158 prepares a partir de lysats de cellules 
NK R.P. ont ete soumis a un test kinase m vitro prealablement a analyse par 
SDS-PAGE sur gel a 13% bidimensionnel en conditions non- 
denatiirantes/(direction honzontale)/denamrantes (direction verticale). 
10 Ces resultats mdiquent amsi que les KARs sont associes dans les 

cellules NK a un complexe de dimeres KARAPs lies par liaison disulfure. 

3, Discussion 

Les KARs, recepteiu-s activateiirs autonomes, notamment pour des 
15 molecules du CMH de classe I, ou co-recepteiirs du TCR (recepteur de 
lymphocyte T) ou de RFc (recepteur pour fragment constant 
d'immunoglobuline), representent une voie nouvelle pour Tactivation des 
cellules NK et T. 

Les inventeurs ont demontre que les KARs sont en fait assembles dans 
20 les cellules NK en un complexe multimerique faisant intervenir des KARAPs 
associees sous forme de dimeres lies par liaison disulfure. 

Si Tanalyse par radio-ioduration a mis en evidence une KARAP a 
environ 12 ± 1 kDa, I'analyse par test kinase a mis en evidence trois phospho- 
KARAPs a environ 16, 14 et 12 ± 1 kDa. 
25 La correlation entre Tassociation des KARs aux KARAPs et la 

fonction activatnce des KARs suggere que les KARAPs agissent en tant que 
sous-unites transductnces du complexe KAR multimenque. 

Cependant, Tabsence d'association des KARs aux KARAPs, telle 
qu'observee pour les transfectants de cellules RBL-2H3, nempeche pas 
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I'expression du recepteur sur la surface celliilaire. contrairement a ce qui a ete 
observe pour les recepteurs activateurs multimenques pour antigenes ou 
anticorps incluaut des pol\peptides a ITAM (motif d'activation 
d'immunorecepteiirs basee sur residu(s) t\T0Sine(s). 

5 D'autres recepteurs activateurs, ou a tout le moins non luliibiteurs, de la 

superfknille des immunoglobulines presentent de frappantes similantes avec 
les KARs p50 (KARs humains de rv^^e immimoglobuline) : les recepteurs 
KARs humains de type lectme NKG2C/D, les recepteurs KAR murms de 
type immimoglobuline pir A, gp49A, les recepteurs KAR munns de type 

10 lectme Ly49D, Ly49R mais aussi les recepteurs activateurs humams de la 
famille LIR/MIR/ILT tels que ILT 1 . 

Ces smiilantes sont illustrees par la figure 5 ou sont presentes les 
recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs de la superfamille des 
immimoglobulines (IgSF) ou du t>pe lectme, et leurs contreparties 

15 inliibitnces. En dessous du nom de chaque couple de receptem*s (de gauche a 
droite, mPIR-B-mPIR-A, ILT2-ILT1, SIRPa-SIRPp, KIR-KAR, FcyRIIB- 
FcyRin, NKG2A/B-NKG2C/D, mLy49A/B/C/E/F/G/I-mLy49D/H), sont 
mdiquees les cellules les exprimant naturellement. Les recepteurs activateurs 
ou non-inliibiteurs ne presentent m ITIM (motif d'mhibition 

20 d'lmmunorecepteur basee sur residu(s) tyrosine) ni ITAM (motif d'activation 
d'lmmimorecepteur basee sur residu(s) tyrosine) mais presentent im residu 
acide amme charge dans leur domame transmembranaire (TM) (R = arginine, 
K= lysme, D^acide aspartique, E=acide glutamique). Les contreparties 
mliibitrices (element gauche de chaque couple) component mi motif ITIM 

25 dans leur partie mtracytoplasmique (IC). Chaque recepteur activateur, ou 
non-inhibiteur, presente, au niveau extracytoplasmique (EC), ime forte 
homologie avec sa contrepartie mhibitnce. 



EXEMPLE 2 : 
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La caracterisation biochimique des molecules KARAI^s (cf. exemple 1 ci- 
dessus) nous a pennis de preciser les cnteres d'identification pnncipaux des 
polypeptides KARAP. et notamment : 

polypeptides comportant un acide amine cysteme 
extrac>^oplasmique, permettant la formation de ponts disulfiires (cf. Figure 4) 

- poK^Deptide de masse moieculaire apparente comprise entre 12 et 16 
kDa environ, 

- polypeptides presentant au moins un acide-amme tyrosine 
phosphorylable (cf Figure 3C). 

Etant dormees les fortes similantes existant entre les molecules 
KARAPs identifiees a 12, 14 et 16 kDa, nous avons suppose que ces trois 
formes moleculaires representaient des degres de phosphorylation differents 
du meme polypeptide KARAP, dont le poids moieculaire ne pouvait depasser 
12 kDa. 

De plus, une caractenstique majeure des KARAPs reside dans leur 
association selective avec les KARs, et non pas avec les KIRs. Etant donne 
que, contrairement aux KIRs, les KAR possedent un acide amine charge 
transmembranaire (lysine : K), et que cette particularite est aussi a la base de 
I'association des polypeptides a ITAM presents dans les complexes 
CD3/TCR, BCR, FceRI et FcyRIIIA (CD 16), nous avons onente notre 
strategie d'identification du gene KARAP en considerant que KARAP est un 
nouveau membre de la famille des polypeptides transmembranaire a ITAM. 
Ces demiers partagent en effet avec KARAP les memes caracteristiques : 

-polypeptides comportant im acide amine cysteine extracytoplasmique 
(C), permettant la formation de ponts disulfures, 

- polypeptide de faible masse moieculaire ne depassant pas 25 kDa, 

- polypeptides presentant au moins un acide amine tyrosme 
phosphor\^lable compose dans un motif ITAM: YxxL/Ix^^_^YxxL/I, et 
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- presence d'lm acide amine chai'ge transmembranaire 

Nous avons ainsi elabore une strategic bio-informatique d'identification 
d'un gene a panir des banques de cDNA publiques disponibles sous la forme 
EST, GENBANK. SWISSPROT et EMBL. Nous avons utilise 2 approches 
5 differentes: 

1/ Nous avons traduit selon les 6 phases de lecture I'ensemble des EST, en ne 
retenant que les peptides ayant entre 50 et 200 acides amines (poids 
moleculaire envisage compris entre 5,5 et 22 kDa). Sur cene sous-base, nous 
avons applique plusieurs criteres de selection ; 

10 - existence d'une region transmembranaire predite d'au moins 10 acides 

aimnes, commenpant avant I'acide amine 30, selon la methode d'Argos (Rao 
& Argos, 1986, Biochem. Biophys. Acta, 869, 197-214). En effet, par 
homologie avec les polypeptides a ITAM tels que CD3(; et FcsRIy, la 
majeure partie de la sequence KARAP est predite comme etant 

15 intracytoplasmique. 

- recherche d'un motif ITAM (Y-x-x-[IL]-x( 6,8)-Y-x-x[IL]) en position 
C-terminale de la zone transmembranaire. 

- presence dans la region transmembranaire d'un acide amine charge 
(R, K, D, E). 

20 - presence d'un acide amme cysteine (C) en position C-terminale de la 

zone transmembranaire. 

21 Recherche des entrees EST (analyse faite egalement avec EMBL, 

GENBAl^ et SWISSPROT) presentant des similarites de sequences avec 

I'entree CD3Z_HUMAN. Le programme utilise est TBLASTN (version 
25 1.4.1 1; Altschul, Stephen P., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers, 

and David J. Lipman, 1990, J. Mol. Biol. 215, 403-10) ou TBLASTN 

(version 2.0.3; Altschul, Stephen F., Tliomas L. Madden. Alejandro A. 

Schaffer. Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman. 

199^. Nucleic Acids Res. 25. 3389-3402). Siu" ces entrees sunilaires, nous 
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avons ensuite applique les cnteres de selection utilises dans la premiere 
approche. 

En combinant ces deux approches bio-informatiques et apres avoir 
successivement determine a I'aide de profils d'hydrophobicite (programmes 
Genworks, DNA Stnder) les regions leader, transmembranaires, intra- et 
extracvtoplasmique des molecules candidates, nous avons obtenu un nombre 
important de sequences correspondant potentiellement a celie de KARAP. 
Parmi ces sequences, la sequence correspondant au numero d'accession 
.AA242315 sur Genbank nous est apparu comme la sequence du gene 
KARAP de la souns (SEQ LD n^l ADNc souns C57B1/6). La figure n^7 
represente la sequence ADN (SEQ ID n""! ADNc) d'un polypeptide KARAP 
selon rinvention ; cette sequence correspond a la sequence du gene KARAP 
de souris. En effet, la traduction de la sequence nucleotidique donne im 
cadre de lecture ouvert de 396 nucleotides (SEQ ID n'^2). Ce resultat est 
iliustre par la figure n^'S ou est representee la partie de sequence 
nucleotidique du gene KARAP (SEQ ID n°l) qui est compnse entre la 
sequence leader (exclue) et le codon stop, et ou est egalement representee, 
en-dessous de cette sequence nucleotidique, la sequence en acides amines 
(code a 1 lettre) correspondante (SEQ ID n'^2, code a 3 lettres), c'est-a-dire 
la sequence en acides amines de la proteine KARAP de souris mature selon 
rinvention (SEQ ED n°2). L'analyse standard de cette sequence prevoit une 
proteine mature de 87 acides amines (masse moleculaire de 9,6 kDa), une 
partie extracytoplasmique de 16 acides amines (QI-G16), une partie 
transmembranaire de 24 acides amines (V17-G4O), et ime partie 
intracytoplasmique de 47 acides amines (R41-R87)- Conformement a notre 
strategie de recherche, la partie extracytoplasmique comprend au moms im 
acide amme cysteme (en fait deux, Cg et ClO), un acide amine 
transmembranaire (D25), et im ITAM intracytoplasmique 
( Y65QELQGQRHEVY76SDL). La figure 9 illusrre les comparisons qui 
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peii\'ent etre faites par aligiiement de sequences entre les poKpeptides a 
ITAMs prealablement decnts et les pohpeptides selon I'mvention possedaiit 
un (ou des) motifs IT AM, et indique la sequence ITAM consensus resultante 
: la figure 9 represente ralignement des IT.AJVls de polypeptides a ITAM (six 

5 CDS, un Iga, un Igp, FcsRJy et FcsRip) et d'un motif ITAM du polypeptide 
ICARAP munn (SEQ ID n^2) identifie ci-dessus selon I'invention (indique 
"IvARAP" sur cette figure 9). Sur cette base de comparaison avec les ITAMs 
prealablement decnts (Figure 9), il nous a ete permis d'envisager {'association 
des KARAP phosphorylees avec des proteine t>'rosine kinases a groupement 

10 SH2 en tandem (telles que ZAP-70 et p72Syk). L'association des KARAPs 
avec des proteines de fusion recombmantes correspondant aax groupements 
SH2 de ZAP-70 (preparation decnte dans; Olcese L., Lang P., Vely F., 
Cambiaggi A., Marguet D., Blery M., Hippen K. L., Biassoni R., Moretta A., 
Moretta L., Cambier J. C, Vivier E. 1996, J. Immunol. 156:4531-4534), a 

15 ete verifie m vitro: ces experiences ont ete realisees comme decrit dans la 
Figure 3 A, piste 3, mais les lysats cellulaires ont ete adsorbes par la proteine 
de fusion recombinante correspondant aux groupements SH2 de ZAP-70, au 
lieu de I'anticoips anti-CD158. Ainsi KARAP est une nouvelle molecule 
transmembranaire a ITAM qui s'associe aux KAR et qui, sous une forme 

20 tyrosine phosphorylee, s'associe a ZAP-70. KARAP est done un nouvel 
element de transduction des lymphocytes T et NK. II est possible que 
KAJIAP ou des analogues de KARAP s'associent aussi aux isoformes 
activatrices des recepteurs a ITIM, et servent dans ces complexes 
multimoleculaires de sous-umte de transduction des signaux emis lors de 

25 I'engagement du recepteur. 

Une methode paniculierement appropriee pour determiner ou controler 
qu'un polypeptide candidat. dont on connait la sequence, correspond a ime 
proteine KARAP selon I'mvention consiste a produire un anticorps contre ime 
partie caractenstique de ce polypeptide candidat (par exemple ime region 
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intracytoplasmique comprenant au moins un motif ITAlVl ou une region 
extracvioplasmique), et a verifier que cet anticorps recoiinait sur luie cellule 
fonctionnelle. une cellule KAR^ fonctionnelle par exemple, ime cible qui se 
trouve associee au recepteur pour lequel le polypeptide candidat est suppose 
etre le KARAP (c'est-a-dire, dans le cas de cellules KAR'', a verifier que 
I'anticorps reconnait une cible qui se trouve associee a un recepteur KAR). 

Cette methode d'identification de polypeptides KARAP selon 
rinvention consiste ainsi notainment a : 

- produire un anticorps mono- ou polyclonal dirige contre ce 
poK^Deptide candidat, et en particulier contre une region de ce polypeptide 
candidat qui comprend au moms im motif ITAM (par exemple, dans le cas de 
la proteine KARAP munne identifiee ci-dessus, im anticorps dirige contre 
une region de la partie extracytoplasrmque (SEQ ED n^'S) ou de la partie 
mtracytoplasmique (SEQ ED n°5) de la SEQ ED n°2), 

- mettre en contact cet anticorps avec un lysat de cellules, possedant, 
sous une forme fonctionnelle, le recepteur activateur ou non inhibiteur pour 
lequel le polypeptide candidat est suppose constituer le KARAP, par exemple 
des cellules KAR^ fonctionnelles telles que des cellules NK ou T, dans des 
conditions douces permettant des reactions de liaison de type antigene- 
anricorps, 

- identifier le polypeptide candidat comme etant un polypeptide 
KARAP selon I'invention lorsque dans les produits de reaction 
eventuellement formes se trouvent un produit de masse moleculaire apparente 
proche de celle d'un KAR (environ 50 kDa) et un produit de masse 
moleculaire apparente proche de celle du polypeptide candidat notamment 
entre 10 et 16 kDa environ). 

Cette methode d'identification selon finvention peut notainment etre 
realisee : 

- en mettant en contact ledit anticorps comme ci-dessus decrit. 
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- faire precipiter les prodiiits de reaction evenniellement tonnes dans 
des conditions douces de detergent preservani les complexes moleculaires 
(par exemple digitonine a 1%, voir exemple 1 ci-dessus), 

- mesurer la masse moleculaire des produits precipites. par exemple 
5 par migration electrophoretique en presence des marqueiirs de masse 

moleculaire sur un gel de polyacrylamide en conditions denanirantes, et 

- en identifiant le pohpeptide candidat comme etant un poKpeptide 
KARAP selon I'invention comme ci-dessus decnt. 

10 EXEMPLE 3 : 

1° Identification de plusieurs EST correspondant a KARAP. 

Notre strategic de clonage de KARAP murin par bio-informatique, 
15 telle que presentee dans I'exemple 2 ci-dessus, revele egalement I'existence 
de 5 EST (Expressed Tag Sequences) qui correspondent a notre definition de 
KARAP. II s'agit des EST AA242315, AA734769, W88159, AA098506 et 
W41142. Les figures lOA a 14A illustrent les sequences ADNc, 
respectivement, des EST AA242315, AA734769, W88159, respectivement, 
20 AA098506 et W41142 (SEQ ID n°6 a SEQ ID n°10 respectivement). Les 
figiu-es lOB a 14B illustrent les sequences proteiques correspondant, 
respectivement, a ces EST (SEQ ID n°l 1 a SEQ ID n°I5 pour les proteines 
des EST AA242315, AA734769, W88159, AA098506 et W41142 
respectivement). Tous ces EST ont ete obtenus a partir de tissus provenant de 
25 souns C57B1/6 et ont ete alignes afin permis d'obtemr une sequence cDNA 
correspondant a un cadre de lecuire ouvert. Ceci est illustre par la figure 15 
qui represente I'alignement des sequences des EST .AA098506 (SEQ ED n°9), 
.A^242315 (SEQ ID ir6), W88159 (SEQ ID n=8), AA734769 (SEQ ID n=7) 
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et W41142 CSEQ ID n"10), et qui presente la sequence consensus resultante 
( ADNc KARy\P munn consensus : SEQ ID n°16). 

Ceci est egalement illustre par la figure 16 qui represente ralignement des 
sequences proteiques des EST AA242315 (SEQ ID n°l]), W88159 (SEQ ID 
5 n°13), W41142 (SEQ ID n"15), A.A098506 (SEQ ID nM4) et AA734769 
(SEQ ID n^'H), et qui represente la sequence consensus resultante (proteine 
KARAP miinne consensus, SEQ ID n""!?). Sur ces figures 15 et 16, le 
symbole indique une identite avec la sequence consensus consideree, le 
symbole indique Tabsence de donnees de sequen9age. 



2° Sequence genomique de KARAP murin 

Une libraine (phage lambda, EMBL3) de DNA genomique isolee a partir de 
souns de la lignee de souns 129 a ete cnblee avec le cDNA correspondant a 
la sequence de TEST AA.734769 selon une technique classique. Un phage 

15 contenant un Iragment de 18 kb a ete identifie comme positif. Une 
cartograpliie de ce phage par coupure avec une serie d'enzyme de restrictions 
a ete effectuee et im fi-agment EcoRI-EcoRI de 9kb obtenu a partir du phage 
a ete clone dans le vecteur de clonage pBlue-Script et contient Fintegralite du 
gene KARAP murin (de FATG initial a la sequence STOP). La sequence de 

20 ce gene KARAP munn est presentee en figure 17 (SEQ ID n°18 ; 2838 pb). 

De plus, des amorces oligonucleofides ont ete generees afin d'obtenir 
Torganisation genomique de KARAP munn. Les amorces utihsees sont 
presentees dans le tableau 1 ci-dessous (SEQ ID n''19 a SEQ ID n°26) : 



10 



25 
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L'organisation genomique du KLAJIAP inunn est presentee en tigiire 18. 
Nous avons aussi obtenu a pamr de ces donnees, la sequence cDNA et done 
proteique de KARAP de souns de la lignee 129. Cette sequence cDNA (SEQ 
ID n^27) et cette sequence proteique (SEQ IC> n'^28) sont presentees en figure 
19. 

La sequence proteique ainsi traduite est: 

MGALEPSIVCLLFLPVLLTVLGLSPVQA Sequence signal 

QSDTFP RCDCSSVTG Domame ext racytopiasnuique 

VLAGIVLGDLVTTLLIALA.Y 3LG Domame t ransmembranax re 

FLVSFGQERT FKQHIAETESPYQELQGQFPEVTSDLrTTQFQYYR Domame mnracytopiasmique 

L'ensemble de ces resultats de cartographic genomique montrent que le gene 
KARA? munn (de I'ATG initial a la sequence STOP) est long de 2,9 kb 
environ, et comprend 5 exons. Ces resultats sont illustres par la figure 20 ou 
sont representes, de haut en bas, TADN genomique du KARAP murin de la 
souris 129 (en noir : exon traduit ; en hachures horizontales : exon non 
traduit, en blanc : mtron), la sequence proteique correspondante (SEQ ED 
n'^28 de Texon n°l a Texon n°5), et la nature (SS = Sequence signal, EC = 
domame extracytoplasmique ; TM = domaine transmembranaire ; IC 
domame intracytoplasmique) des differentes regions de cette proteine. L'exon 
1 code pour une portion N-terminale de la sequence signal, l'exon 2 code 
pour le reste de la sequence signal et les trois premiers acides-amines de la 
partie extracytoplasmique, Texon 3 code pour le reste de la partie 
extracytoplasmique, la partie transmembranaire et les 9 premiers acides- 
amines de la partie intracytoplasmique, l'exon 4 code pour 14 acides-ammes 
de la partie intracytoplasmique et l'exon 5 code pour le reste de la proteme. 
Comme attendu de I'orgamsation genomique d'un polypeptide a ITAM 
comme KARAP, TITAM est code par deux exons (exon 4 et 5) separes par 
un intron de type 0. 
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3° Reconstitution fonctionnelle d'un KAR (p50.2) exprime dans les RBL- 
2H3 par le KARAP humain DAP-12. 

Nous avons obtenii le cDNA codaiit pour KAI^lAP hmnain par RT-PCR en 
generant des amorces oligonucleotides deduite de la sequence de KARAP 
munn. Les amorces utilisees sont presentees dans le tableau 2 ci-dessous 
(SEQ ID n°29 et n"30) : 



10 



15 



20 



25 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 98/49292 




PCT/FR98/00883 



La sequence de l'.'\DNc obtenu est presentee en figure 21 (SEQ ID n-31 ; 
ADNc du KARAP hiimain). De I'ARN extrait a panir de clones NTC luuTiams 
KAR+ a ser\T de base a la generation de ce cDNA. Ce cDNA a ete clone 
dans le vecteur d'expression eucar\'Ote pNT-neo et des transfectants stables 

5 poiir ce ICARAP hiuTiam ont ete generes dans le transfectant KAR+ (p50.2) 
de la lignee cellulaire RBL-2H3 (Blery et al, J. Biol. Chem., 1997). La 
capacite des recepteiirs KAR expnmes sur les cellules RBL-2H3 amsi 
doublement transfectees p50.2" et KARAP^. a rransduire iin signal activateur 
a ete testee par stimulation a I'aide d'anticorps diriges contre la partie 

U) extracvtoplasmique de p50.2 et en suivant le relargage de serotonine tritiee. 

Le protocole suivi pour cette experience de relargage de serotonme 
tritiee est le suivant : 

Ces cellules sont decollees, centrifligees et resupendues dans du 
RPMI-10% SVF a une concentration finale de 1x10^ cellules par ml. Les 

15 cellules sont alors incubees avec 2[iCi de serotonine marquee au tritium par 
ml de cellules pendant 1 heure. Les cellules sont lavees puis remises dans du 
milieu pour 1 heure a 37°C afin qu'elles relarguent la serotonine excedentane 
de leurs stocks. Les cellules sont ensuite reparties dans des plaques a 96 puits 
( 200000 cellules par puits) avec de I'lgE de souris (2682-1) ou un Ac anti- 

20 p50 (GL183). Les cellules adlierent pendant 1 heure puis sont lavees. EUes 
sont remises a 37°C 15 mmutes puis stimulees avec du F(ab')2 GAM 
(SO^ig/ml). Les cellules sont laissees 30 minutes a 37='C pour leur permettre 
de liberer leur serotonine. La reaction est terminee en ajouttant du HBSS 
froid et en mettant les cellules sur la glace. La moitie du sumageant de 

25 chaque puits est alors recupere et mis dans 1ml de liquide de scmtillation. Les 
100% de degranulation sont obtenus a partir du meme volume de lysat obtenu 
a partir de cellules chargees en serotonine et non stimulees. Les echantillons 
sont alors comptes sur un compteur B. 
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Les resultats obtenus sont illustres par la figure 22 qui presente le % de 
serotonine relargiiee dans le suniageant, par les cellules RBL-2H3 
doublement transfectees p50/KARAP humain et stnnulees par I'anticorps 
indique en abscisse, (a gauche : aucun anticorps ; au centre IgE de souns : 
5 mIgE 1/500 : a droite : GL183 5ug/mi). Comme indique sur cette Figure 22, 
alors que Tengagement de KAR dans RBL-2H3 par un anricorps reagissant 
avec la partie extracytoplasmique de KAR fTanticorps monoclonal GL183) ne 
se traduit pas par Tactivation des cellules, I'engagement de KAR par GL183 
dans les doubles transfectants RBL-2H3 expnmant a la fois KAR et KARAP 

10 humains, se traduit par Tactivation cellulaire (objectivee ici par la liberation 
de serotonine a partir des cellules). Ceci est done la preuve formelle que la 
sequence KARAP humaine identifiee reconstitue la fonctiormalite des KAR. 

La figiu-e 23 illustre Thomologie entre I'organisation du gene KARAP 
humain et celle du gene KARAJP m.unn (El a E5 : exon 1 a exon 5 ; II a 14 : 

15 mtron 1 a intron 4). La numerotation des paires de bases du gene KARAP 
humain et de souris y est indiquee. 
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REVENDICATIONS 

1 . Polvpeptide isole, caractense en ce qu'il permet la restauration d'une 
activation ¥iAR deficiente, 

5 ou fragment, on homologiie, d'lin tel polypeptide. 

2. Pol\T)eptide selon la revendication 1, caractense en ce qu'il est capable de 
s'associer a un KAR, et de ne pas s'associer a la contrepanie mliibitnce de ce 
IvAR, 

10 oil fragment, ou homologue, d'un tel polypeptide. 

3. Polypeptide tel qu'obtenu : 

1. par immunoprecipitation d'une ou plusieurs fraction(s) 
pol\peptidique(s) de lysats de cellules exprimant des recepteurs KAR 
15 capables de transduire un signal activateiu- a Taide d'lm ou plusieurs anticorps 
anti-KTR et^ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl, 
anti-pl40, et plus particulierement I'anticorps monoclonal EB6, GL183 ou 
PAX250, 

ii. chaque faction polypeptidique pouvant optionnellement etre 
20 plus avant epuisee par elimmation des fractions immunoprecipitees a Taide 
d' anticorps anti-CD3 et/'ou anti-FcsRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a 
Taide d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un 
anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement 
Tanticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 
25 ill. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 

poKpeptidiquels) selon leur poids moleculaire, et recuperation des 
polypeptides correspondant a un poids moleculaire dc 12 ± 2 kDa environ, 
ou bien 
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par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fractions 
pol\TDeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soiimis ladite 
(lesdites) fTaction(s) pol\peptidique(s) a un test kinase, et recuperation des 
polypeptides phosphoryles correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 
5 et/ou 16 ± 2 kDa environ, 

ou fragment, ou homologue, d'lm tel polypeptide. 

4. Polypeptide selon la revendication 3, caracterise en ce que lesdites cellules 
sont des cellules NK et/ou des cellules T et/ou des cellules myeloides et/ou 

10 des cellules B et/ou des mastocytes. 

5. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines : 

- presente au moins un acide amine tyrosine phosphorylable, 
15 - presente ime masse moleculaire compnse entre 10 ±_2 et 16 + 2 kDa 

environ. 

6. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines comporte au moins un 

20 motif IT AM YxxL/Ix6-8YxxL/I. 

7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines comporte une region 
extracytoplasmique, une region transmembranaire, et une region 

25 mtracytoplasmique . 

8. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines comporte au moins un 
acide amine cysteine extracytoplasmique. 
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9. Polvpeptide selon i'lme qiielconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines comporte au moins im 
acide amine charge (R, K, D, E) transmembranaire. 

10. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caractense en ce qu'il est phosphoryle au niveau d'au moms un residu 
tyrosine. 

10 11. Polypeptide selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il se presente sous la forme de dimeres. 

12. Polypeptide selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il se lie a une molecule a domaine SH2 ou PTB. 

15 

1 3 . Polypeptide selon I'lme quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que sa sequence en acides amines est essentiellement 
constitiiee par la SEQ ID N^2, n"3, n^4, ou n°5, n°ll, n^l2, n°13, n^l4, 
n^l5, n"17, ou n°28. 

20 

14. Polypeptide selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il est modifie par glycosylation, phosphorylation, 
sulfonation, biotmylation, acylation, esterification, par addition, substitution 
ou suppression d'entites de forme moleculaire proche de celle des groupes 

25 phosphate telles que le phosphonate, par addition de reactifs de marquage tels 
que !a luciferase, la GFP ou ses analogues (Green Fluorescence Protein)^ par 
addition de cibles de punfication telles qu^m ligand d'affinite, par addition 
d'entites modifiant sa solubilite. 
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15. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qif il est capable de traverser line membrane cellulaire. 

16. PoK^eptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caractense en ce qu'il est modifie de telle sorte a inliiber sa capacite a 
transduire un signal. 

17. Polypeptide selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il est modifie 
de telle sorte a etre non hydrolysable dans des conditions biologiques, 
notamment par addition de groupes phosphonates. 

18. Polypeptide selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il est modifie 
par substitution d'un residu tyrosme par un residu phenylalanme. 

19. Anticorps ou fi-agment d'lin tel anticorps, en particulier fi^agment Fc, Fv, 
Fab, F(ab)'2, CDR tel qu'obtenu par immunogenese a partir d'un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications precedentes, ou a partir d'un 
fragment d'lm tel polypeptide. 

20. Anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 20, caracterise 
en ce qu'il est capable de reconnaitre la SEQ ID n'^2, SEQ ED n^3, SEQ ID 
n^4, SEQ ID n^5, SEQ ED n^ll, SEQ ID nm, SEQ ID n°13, SEQ ID n^l4, 
SEQ ID n^l5, SEQ ED n"17 et/ou SEQ ID n^28. 

21. Acide nucleique ou vanant d'lm tel acide nucleique, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, 
selon le code genetique umversel, de la sequence en acides amines d'un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes. 
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22. Acide nucleique selon la revendication 22, on vanant d'lm tel acide 
nucleique. caractense en cc que ledit acide nucleique presente ui:ie sequence 
essentiellement constitiiee par la SEQ ID n''2, n^6, n""?, n'^S, n^'P, n^lO, 
n^l6, n^27. n^3Lou n^l8. 

5 

23. Precede d'obtention d'lm polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications precedcntes, caractense en ce qu'il comprend les etapes : 

1. d'immunoprecipitation d'une on plusieiirs fraction(s) 
poKpeptidiqueis) de lysats de cellules KAR^ a I'aide d'un ou plusieiirs 
10 anticorps anti-KIR et/ou auti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD 158, anti- 
pTO/TNTKBl, anti-pl40, et plus particulierement I'aiiticorps monoclonal EB6, 
GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre 
plus avant epuisee par elimination des fractions immimoprecipitees a Taide 

15 d' anticorps anti-CD3 et/ou anti-FccRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a 
Taide d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un 
anticorps anti-CD158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement 
Tanticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. de separation les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
20 polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire et recuperer les polypeptides 

correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 2 kDa environ, ou bien 

de separation des polypeptides de ladite (desdites) fraction! s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 
(lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperer les 
25 polypeptides phosphoryles correspondant a un poids moleculau-e de 12, 14 
et/ou 16 ± 2 kDa envaron. 
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24. Procede selon la revenclication 23, caractense en ce que lesdites cellules 
KAR" sont des cellules NK et/ou des cellules T et/ou des cellules myeloides 
ct/ou des cellules B et/ou des mastocytes. 

5 25. Mediode pour Tobtention de la sequence d'un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 18, caracterisee en ce qu'on opere par 
criblage parmi des sequences candidates pour ne selectionner que celle( s) 
qui : 

- presente(nt) au moins im acide amine tyrosine phosphorylable, 

10 - presente(nt) une masse moleculaire comprise entre 5 et 25 kDa 

environ, 

comporte(nt) une region extracytoplasmique, une region 
transmembranaire, et une region intracytoplasmique, 

- comporte(nt) au moms im acide amdne cysteine dans sa region 
15 extracytoplasmique, 

- comporte(nt) au moms un acide amine charge (R, K, D, E) dans sa 
region transmembranaire, et 

- comporte(nt) au moins un motif ITAM YxxL/Ix6-8YxxL/I dans sa 
region intracytoplasmique, et que Ton s'assure que le(s) polypeptide(s) 

20 correspondant a la (les) sequence(s) selectionnee(s) est (sont) capable(s) de 
s'associer a un recepteur KAR tout en ne s'associant pas au recepteur 
contrepartie inhibitrice de ce KAR. 

26. Methode pour determmer si un polypeptide candidat correspond a un 
25 polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, caracterisee en 
ce qu'elle comprend : 

- produire im anticorps mono- ou polyclonal dirige contre ce 
poKqpeptide candidat, et en particulier contre une region extracvtoplasmique 
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de ce poKpeptide candidal et/ou une region qui comprend an moins un motif 



- mettre en contact cet anticoips avec un lysat de cellules, possedant, 
sous une fonne fonctionnelle, le recepteur activateur ou non uiliibiteur pour 

5 lequel le polypeptide candidat est suppose constitiier le KARAP dans des 
conditions douces permettant des reactions de liaison de type antigene- 
anticorps, 

- identifier le polypeptide candidat comme etant im polypeptide selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 18 lorsque dans les produits de 

10 reaction eventuellement formes se trouvent un produit de masse molecuiaire 
apparente proche de celle dudit recepteur activateur ou non mhibiteur, et un 
produit de masse molecuiaire apparente proche de celle du polypeptide 
candidat. 

15 27. Composition pharmaceutique comprenant, en association avec un 
veliicule pharmaceutiquement acceptable, une quantite efficace de 
polypeptides selon Tune quelconque des revendications precedentes, ou de 
fragments de tels polypeptides, ou une quantite efficace d'anticorps selon la 
revendication 19 ou 20, ou de fragments de tels anticorps, ou une quantite 

20 efficace d'acides nucleiques selon la revendication 21 ou 22, ou de variants 
de tels acides nucleiques. 

28. Methode de diagnostic in vitro d'lm fonctionnement anormal ou non 
desire d'lme cellule, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de: 
25 - mise en contact d'au moins une cellule, ou un extrait de cellule, avec 

im anticorps selon la revendication 21 ou 22 ou un fragment d'un tel 
anticorps, ou avec un acide nucleique selon la revendication 21 ou 22 ou un 
vanant d'un tel acide nucleique, et de 



ITAM. 



- revelation du produit de reaction evenmellement forme 
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29. Methode de diagnostic /// vitro selon la revendication 28, caractensee en 
ce que ledit foncriomiement anomial ou non desire se traduit par une maladie 
imnumoproliferative, une maladie d'iinmunodeficience telle quime maladie a 
VriL un cancer tel que la maladie lymphoproliferative des lymphocytes 
granulaires, une maladie auto-immime telle que la polyartlinte rhumatoide, 
une maladie infectieuse telle que le paludisme, une reponse allergique, im 
rejet de greffe. 

30. Methode d'identification de molecules adaptatnces ou effectrices de 
I'activation d'un KAR, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de : 

1. mise en contact des molecules candidates avec des polypeptides 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 18 (ou avec des fragments de 
tels polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates pour lesquelles une 
liaison auxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypeptides) est 
observee. 

31. Methode d'identification de molecules capables de moduler une activite 
cellulaire resultant de Tactivation d'un KJ^Jl, caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des molecules 
adaptatrices ou effectrices de Tactivation d'un KAR telles qu'obtenues par la 
methode selon la revendication 30 et avec des polypeptides selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 18 (ou avec des fragments de tels 
polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates qui exercent un effet 
sur la liaison enrre lesdits polypeptides (ou lesdits fragments de polypeptides) 
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et lesdites molecules adaptatnces on effectnces, telle qu'observee en 
{'absence desdites molecules candidates. 




Sd|n||a3 dp jpcpj 9jqiuo\T 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 2A Figure 2B 




FEUILLE DE RENIPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 4 
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Fiaure 7 



1 ggtcacacca ggtcccacca gcccctggac tgtggtgtcc agtgcatatc tggccaccat 
61 ggggctctgg agcctcctgg tgccttctgt tccttcctgt cctcctgact gtgggaggat 
121 taagtcccgt acaggcccag agtgacactt tcccaagatg cgactgttct tccgtgagcc 
iai ctggtgtact gtctgggatt gttctgggtg acttggtgtt gactctgctg attgccctgg 
241 ctgtgtactc tctgggccgc ctggtctccc gaggtcaagg gacagcggaa gggacccgga 
301 aacaacacat tgctgagact gagtcgcctt atcaggagct tcagggtcag agacatgaag 
361 tatacagtga cctcaacaca cagaggcaat attacagatg agcccactct atgcccatca 
421 gcggcctgat gcccggatcc ggtcattcca gatgcctact caacaagccc tctctgagat 
481 caggactccc gttggaatac agatccacag ggtacct 
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F:.crare 8 



31/11 



cag agt gac acr trc cca aga tgc gac tg- ncr tec grg age ccr ggt: gta erg 



ggg 



Q s 

61/21 



R C D 



CSS 
91/31 



S G 



anr grr erg ggt gac ttg gtg ttg act ctg ctg att gee etg get gtg tac tct ctg ggc 



VLGDLVLTLL 



L A V Y s L Q 



151/51 



121/41 

cgc erg gre tec cga ggt caa ggg aca gcg gaa ggg ace egg aaa caa cac att get gag 
R L V 
121/61 



2 ?. G Q G 



R K Q H 



aer gag teg cet tar eag gag 

— S ? Q E 

2-11/31 

aca cac agg caa tar tac aga 

T Q R C Y Y R 



r A E G T 
211/71 

cac cgr eag aca ear gaa era rac aer gac ere aac 

rGQ RHEVYSDLN 
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Les polypeptides a ITAM 




Yr.eLnlgrree-YdvL 


CD3C2 


YneLqkdkir.aeaYs el 


CD3c;3 


YqcLs ratkdt-YdaL 


CD3v 


YqpLkdreddq-Ys hL. 


CD35 


YqcLrdrdcaq-Ys hi. 


CD3£ 


Yeplrkgqrdi-Ys gl. 


Iga (CD79a) 


Yedls rgiqgt-YqdV 


IgP (CD79b) 


YegLdidqtat-Yedl 




I _^ijv_i_^nqeu — xenj-. 


FcsRjp 


YeeLni. ys ar--Ys eL 


KARJVP 


YqeLqgqrhev-Ys dX, 


Cons ens us 


V — y L 




I I 
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Fi'-nire lOA 



SEQ ID n°6 



10 

1234567890 



30 



50 



:.23456"890 123456"SQ0 12:4567590 



T2CCACC=C-C 




ITSGTC CCTTUIUrX 
T 





TGOGCCGCCr 

C2C-£TUr.-.T 
A1CO£l-i3GG 



AC-AGCCCTC 



:dTAT CAGGAGCTTC 



G3C?2T3ATGC CCGG.-.TCCX3G 



GACCCGGASA 
AGGCXIAGAG 

rp TV / *» ^ f^^rp^" ^^^ 



ICO 
150 
20C 
250 
300 
350 
4C0 
450 
500 
515 



10 20 30 40 50 

1234567°90 123^So7S9Q .1234567890 1 7^4'=^67fl90 1234567S9Q 
Sr??/?FAKSL YCSVKrA-PP/J GSGASWCLLP LP/LLT.TSGL SFV'QAQSDrF 
FPCDCSSJSP CvT£Grs/LJGD UTLHiJJ^LA VYSIiGRLVSR GQGrAEGTRK 
(^ilArJIESPr QEIJQQQRKE^^ YSnLMIT2FJ2^ YK<AH£MPIS 'GUyiPC-SGiSR 150 
CI12IKPSLES GLPLEYHSTG Y 



50 
100 



Figure lOB 



SEQ IDn°ll 
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Fmure 1 I A 



SEQ ID xfl 



10 20 30 4C 50 

1234557390 1234-r7S9C 123456-^890 1234557890 1214S6-7f;cn 

(lIGO^KSrr: GGCCACCATC GGGGCITIDS PD^CYZCXIG GTCCmCIG 50 

TTCCTTOTTG TUnxxrPGP'.C T3^3GG^IrG^\ TTZJ^OXCCG TAOCGCCC^ 100 

■3AGTC?-J3--Cr TTCXl'CViP.T GCGACTXTT TimJ^GAiZ-C CCIC-GIUIAC 150 

T33CT3GG.-.T 'P^TTCPX-GT G-.CTTGGTCJr T:Li£TCrOCT- G^.TXCCCIt:- 200 

GnUIUI7£T CTCT03COCG CCTGGTUTCX: GGP-^l^^XIC-G?! 250 

.-iS3S^jXCG2- ;^jk;in2»AC^^ TxcrG;iG«c TGAoraxcr -z-iic^^iSSAGC 300 

TT3.^:*:2GC?K1^ GP-iGP-DCX^A GT?>.T?£AGIG ACCT2.^-^-il"i2 .^£r-rS^i3G2AA 350 

H-TTMir-C^'T GAGCCCACIC T 371 



10 20 3C 40 50 

1234567890 1234557890 1234567890 1234557890 1234557S9C 

AYIATMIALE ??/CLLrLFV LLTylTlLSR/ QAQSDTFPFC DCSS^/SFGV'L- 50 

/^jSiyimrrvT. H-liai^s^vts Li:5%L\-'SRGQC- taeetfj^x?iI astese^'El loo 

QQCRPEVYSD INTQEiJYYKX AHS 123 



Figure 1 IB 



SEQ IDn°12 
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Fiiiure 1 2A 



SEQ ID n^S 



-1 " 



10 20 30 

^^567890 1234567890 1234567890 



■-'C 



134567890 



1234557890 



GCcnuit:?iT ccrxciGit: ctlcigacij tgqsagqatt 

G=vGGC2C.-i3A. GTGAC-mr CCCAAGATCC: OGCiUriUJi' 
T3C7KHr?CX- GC:X3QG~nG TTTTGGGI^- C7rG:JIUTTG 
TTGCXnTTGGC 'T^^JIXTTACTC^ CTv3GGCQGCjC TGC^ITTTCCOG 
?-CT^2Z33?u^^ GGrtZCCC'GAA AC".-OC=^TT GCKPGACTG 
TCJ^CG^Crr CAQGGTOiSl SCATGA.^^ ATA£?CIGP-£: 
.-i^-3C.-ATA 1T.aC-I?':r3A GCCC-iTIUrA TGC'CCATCAG 



COXXSAGCCC 
ACTCTQCTTGA 

CTC^ACACAC 
OGGCCIGAITG 



50 
ICXD 
150 
200 

300 
330 
376 



IC 20 30 40 50 

1234567890 1234567RQn 1 234567B90 1234567390 1234567890 
UiT^PVLLTV GGLSr\.13AQS UTfT^CSS VSPGVU^rv LGDLVLTLLI 50 
ALAVYSLGRL VSHSQGT?^ TFi<3SKI.aEIi: SFi^-ELQGGR HE:y^::SDIlN?IQ 100 
PC^-^RXAHSM PISCLlMPGSG HSHT l"?/! 



Figure 12B 



SEQ IDn°13 
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Fi'-Ture 13A 



SEQ ID n=9 



10 20 3C 40 5C 

1234567890 1:34567890 1214567^90 1234567590 1234567?r90 

CCAQCrOCJIG GACT^TGGK? 'TCCAGTIOT.T ATUimXAC CCTQGGGCT 53 

C33G?c<xrK: cTGGTXcrr ciuno:T~c crsrcCTGcr c^nxrrGX^ loo 

GGATTAi^^GIC OCGT-^^-C CCAG^rrG?i2 .ACITICCC-A GA.'TGa^.CX- 150 

TXnCCGIG P-i3C02TGG:^ T.-^TOSCIC-G GAii iUilUiU GaP3ACITQG 200 

lUITG^-riTrr GC:tGA.ITGCC CTGGCiniGT ^irrCTCXGG CCGCCTCGir 250 

TCCGGAGGIC A;\C<5G?-i2AC-C GG.-^iSGG?=D2 OGG^A^ilAA:: iri".TIC-CrGA 300 

GyriG?i3TC2- CCTZMC^ ^3CTni?il-GG CC?=3?-rPiCC^. C^J^-^CIETCAC^ 350 

G?3?CCXAA. C-C-i2J=ii2AGG C-.-.^-.TT.-il^ GAITGAGCG=iC T1^TX0C:=. 400 

X 402 



13 20 20 40 50 

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 123456789Q 

QFIIXJ^'-QCI SC5iH27SCP^ '/\CIIi^LE^'LL T^TSGLSPVQA OSDIFPFOX 50 
SS^TSPGVI^ TyTjGDLX/'LTL LI^l^^SLG PLVSPGQCT'A n?IH<J?IIAE 100 
TZSFiQ'rIj33 QKPHJv/'/SlXK T:;K2YYPX;\T IT? 133 



Figure 13B 



SEQ ID n°14 
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Fi'jure 14A 



SEQ ID 



10 20 3C 40 50 

1234567990 123456^S90 12345^7890 1234567^90 1234567g90 

GnOCITCCr GTXXTTXTGA Clt^ItSOGAGG ATTAX^rCCC GTITCAGGOX 50 

?i3^GJ^^C TITXCAAGA 'TGCGACIUIT CrTCOTIX^PC- CCCTG:IUJTA 100 

CnSGCIGGGrt TTUTIUrGGG TOCTIO^IU TX^CICTGZ TGATIGCXTT 150 

GGCT^IGTAC TCTCrGGGCC GCCTGCrC^ CCGAGGTOiA GGS^^^GCGG 200 

A:!,G3:^jXOG GAVCAAC^ ATlTXTI^iGA CTGAGTCGCC TT^.IO^GGAG 250 

CnC?-D3JIC AG^iXTCA AiTTATACAGT GkCCTC^AJllA C^iZ-^iGGCC- 300 

ATKTTPa^. IXPC-CCC^ CTATGOCC^JT GaGCGGCCTG ATGCCOGGAT 353 

COo^ICATTC C-JGAIGCCTA CTC-ACajiGC CJl'iCTGTGG G^i.'ZTC^GGriin 400 

CCCGTTGGAA TACAGATUCA C^iX^GI^mT CCCTGP'iGATA rPCT^ariATX- 450 

T^^ATITCr CndXX-AAAr Ail^AGAOGGA C\ 4S2 



10 20 30 40 50 

.•,-^.=^7Rqn 123 4^^7^90 i234F^-7fiQ0 1234?679gQ 

FLPTLLIVGG l^t^K^SUI' FFF£irSS'V5 P^.TAC-rN7U3 DLVLTLUAL 50 
A\^-SmFl^/S FGOOTAHSni :-^X^£I^P YQHIOTRPE WSETJSTP^^ ICG 
^/vpj/AKSMFI SGLxMFGSGIS ?rmMK?FCG IRTP.GIQr-i K^.^PXDH^-^: 150 
TIS^yTtC^rZID 



Figure 14B 



SEQ IDn°15 
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SEQrDn^9 AA09e50c 
SEQ ID n"6 AA242315 
SEQ ID n^8 W88159 
SEQ ID n°7 A.^734769 
SEO ID n''10w4ll42 

SEQ ID n°16 consensus 



TCACACCAGG TCCCACCAGC CCCTGGACTG TGGTGTCCAG TGCATATCTG 



AA0985O6 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



GCCACCATGG GGGCTCTGGA GCCTCCATGG TGCCTTCTGT TCCTTCCTC: 



84 
98 
19 
61 
12 

100 



AA098506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



134 
148 

69 
111 

62 



CCTCCTGACT GTGGGAGGAT TAAGTCCCGT ACAGC-CCCAG AGTGACACTT 150 



AA098506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



.A. 

.A. 



.A. 
.A. 



.G. 
.G. 



TCCCAAGATG CGRCTGTTCT TCCGTGAGCC CTGGTGTACT GKCTGGGATI 



184 
198 
119 
161 
112 

200 



AA098506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



GTTCTCGGTG ACTTGGTGTT GACTCTGCTG ATTGCCCTGG CTGTGTACTC 



234 
248 
169 
211 
162 

250 



AA09a506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



"VCTSGGCCGC CTGGTCTCCC GAGGTCAAGG GACAGCGGAA GGGACCCGGP. 



284 
298 
219 
261 
212 

300 



AA098506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



AACAACAC-.T TGCTGAGACT GAGTCGCCTT ATCAGGAC^TT TCAGGGTCAG 



334 
348 
269 
311 
262 

350 



AA098506 

AA242315 

W88159 

AA734769 

W41142 

Consensus 



.CA. 
.AT. 
.AT. 
.CA. 



AGACMWGAAG TATACA' 



GTGA CCTCAACACA 



384 
3 96 
319 
361 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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AA0995C6 .... - - 402 

M-M— M*-^-.- '^'^C 

W3S159 36? 

AA734769 371 

W41142 362 

Consensus AGCCCACTCT ATGCCCATCA GCGGCCTGAT GCCCGGATX7C GGTCATTCCA 4 50 

AA09S506 4G2 

AA242315 - . .C, .A 49"^ 

W88159 376 

AA734769 371 

W41142 G. .G 412 

Consensus GATGCCTACT CAACAAGCCC TTCTSTGRGA TCAGGACTCC CGTTGGAATA 500 

AA09S506 402 

AA242315 515 

W88159 376 

AA734769 371 

W41142 462 

Consensus CAGATCCACA GGGTACCTCC CTGAGATATC TGACATTGTA CCATTTCTGT 550 

AA098506 402 

AA242315 515 

W88159 376 

AA734769 371 

W41142 482 

Consensus CCCCAAATAG AAGACGGACA 570 
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Fiinire 16 



SEQIDil^ll AA242315 proceinft 
SEQ ID n°13 W6S159 prccome 
SEQlDn°15 W41142 prcceine 
SEQ ID n*^14 AAC9S506 procaine 
SEQ ID 11*^12 AA734769 prctajx.t* 

SEQTDn^n Ccnsen^us 

AA242313 prcteir.e 
WS8159 prctair.e 
W41142 prcteir.e 
AACSE5C6 prcteir.e 
^JC2^1€9 prcteir.e 

Ccr^ensus 

AA242215 prcteir.e 
W66159 procaine 
W41142 prcteir.e 
AAC5H5C6 prcteine 
AA734769 proceir.e 

Cor.sar.sus 



AA242315 prcteir.e 
we£l£9 procaine 
W41142 prcceine 
AAC585C6 procaine 
AA734765 protcine 
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SHQVPPAPGL v;cpvT-:;vjp?vv^ gsgas. 



QFLZCZTJQC' SCHHG GSGAS 

AYL AT^fG ALEPP 

- . . WCI-L? LF^I-irvGGL SF^-^CSI 



PKCi:CSS-vS? GVUVGr.TLGD L\/-LTIXIA1A \/T£IX;?I-VSr. GC^TAZCT 

H >^ 

u X 

' ' '[[ ['//,'///'['. . V/, H. . -K 

CHIATTTSPY Q£LQGvH?r/ YSDLrJTCF.QV VR.;^:-:SH?:S GUiPGSGH 
.UjriC?..SL RSGLPLSY F.STGV 

LLxVxCPrcGi RT7VGIQIH?. zswyyz^ 

CP 
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^^^^^^^ ' SEQ ID n^^IS 

10 20 30 40 50 

PO^Ca^GJZ CCACCAGCCC CTGG^'JnGrS GTCTCCAGX- -CATATCIGGC 50 

Cl-JC^nToGGG GCrCIGC^iGC CCTIkXTI^^XTTG CdTdTjTrTC CmCC7!?oICC ICO 

TCCKi:^^:?? GGAGGTG^Ur OXOGGGCTT dOTGGP-.TGC CTXXTGICIC 150 

CTC?GZ:CAT GTITSGGGOCA GSCTiGGZ-S'. GAGAGC'^GGk AGGGAC^CA 200 

a:CAGAi3GG G^iy^GCIGGG C^J^GAAGG TIGCTCTAGA GCCTGIGQGT 250 

TIGACCCIGA GCTAG^GCC CrS^AITIG GAACCTGGTA GTA-nzAGTAG 300 

GGGGGPiCArr GAAGCTCACA GATATACCI?^. CGACAmiTG CrG-GIACOG 350 

GXanOGGT GCIGTGftGAG C^CTCmC CAAOjriClT C-iXTICTAC 400 

AIGCCTGIG TGIGCXnCAA TTTACATCTT TdTTKi^AT A.TAGAA1GAC 450 

ATATPGCOGn GGGIAGCITC AAATTIGGTA CGIAA.TIGAG GACAAGCICA 500 

ACCrnUIAT TCICTGiUIG CACGTCTCIC AGmACCIG TTCTmCTC 550 

Cm-GGATTA AUXCCGIAC AGGCCCAG^^G TGGTAAGCCA TAA.TAGQOGC 600 

GATcmurc tctzc::tc^ aaag.^gcicg tg=gggg-gc OGrrGrccrr 650 

CIAiSCOCIGT TTUIGGTAAG AGCAAGCCCT GAITGrTAAC CTGIGIGGCC 700 

CXnCATCC IGCTSGACA CTTTCCGiAG ATGCGACIGT TGZTCOGIGA 750 

GCCCIGGIGT AGTGGGIOSG AJlUi'iCiGG GIG^GTIGGr GITS^CICrG 800 

CT^jnOCOZ TGGCTGIUrA CICICIGCGC OGOGrGGIUT GCGSQGTCA 850 

AGASGTAAG AAGGIAAATA AAi-CTTOAA AAAAATTGIG CCAGIGCOGA 900 

GCn?iGnXT IdTGACADC ATAnGICACT CICTPjZGGGT CICISG3GAC 950 

CGGGAAACAA CAC A l'l UC 'l G ?G?-irn^GTC GCCTTATGAG GIAAGAACGG 1000 

CAAATIUITG v::C.^CCCnG CTCCIGCCO: GICCIGGCTA TCHTCnTCCC 1050 

CAGISC^r ACAC?GACAA ACACACSGAC ACAAATACP^ AGAGACATAT 1100 

AI?^ACACaG TCACATAAAT AAACAO^CAC ACATACCT?^ An^GACAC 1150 

ACACAGS^CGT- ACACACAC^ ACACAC?^IAC CIACACACAC Ar=0\CACAC 12X 

ACACACAOiC ACTACCCriG CCAGAACCTT AJ^GGTOOGIT OGTCAGGAGC: 1250 

TGCCOGAAIC CTGAAGGCAA AGGACIAACr GIGAAJ=^TA. TIG3GIGGIG 13C0 

AAGCOTGACC TmAGGIGA GC'-'iCiAATO AGICICITGr OJ^3^7K.TA 1350 

' i ' iOJ lCIG'lC ' I L - ILIC XT G TGTCICIUIG TGIUIUICIC TCIUIUTCIC 1400 

TCICICICIC TUIOCGIUIG 'lUiGiGKrlG IG'lUiUiGiG TGIGTAGGCA 1450 

GGTCEAPGA OGAGKIGAAA TCCTAiL'l'l'i' ;O^AnTr TAAAAJGGCA 1500 

CIGFCTTTGC TCIGIATTIA CATGIGIUX- TGG?Ga^<?r GP:x:AZ5CGC 1550 

A G ' H^GC aGOC ATGIGOSQGT CAGAAGACAA CCCGIG3GGG CIGGTIUICT 1600 

UJ l'l LUC Cr IGflGGATUIG T3AACICIAA ATlCTil^nG TCAAGCnGG 1650 

GOZAAGIGC TTIACOCACr GAACCAICTG i^GG^GCGOGA AGGL'iOCi'iC 17CC 

GI7\A ^Uil ' iG GGCTGIGOGT GfiGXTAIGT CIUI?^^ AG^GACAGGA 1750 

G3CTGGTG1C TG^IACAIGG TCIG?iG?^J TGTGOGCCIG Q3?GGCAC?^ 1900 

AGCCCIGGIC TGIGAGCCAA. TTICIGGAAG TCTACCTCCC TCC-rTGrACG 1S50 

CTtGirriGGG CAT?CGACIG Ari'JLTlGCT GGAGGA^-GTT TTTUlCIOiA 19C0 

AA Li ' .Ux ' lA GA ATCT:1TGA.T TVilGi'l'-'iG ^^UJi'iUJia? GGGGAACTJ^G 1550 

TGXGTGIG: CnTA'^TGCC .z\GG3CICIGG TGGGAG^GGT AGGCAGATLT 2000 

CTGrGAAirr GAGGCrGGCC '::GGrCTAGAG TGIGAGTTGC TGG^-GAGGGA 2C5C 
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Fiiiiire 1 7 (suite ) 



SEQ ID n°I8 (suite) 



10 20 



3C 40 5G 

67890 1234567pgC 1234567890 



234567590 123 4r6-S90 12345 



OGGCIADTCA A;^I^J^£CCT C7ICT.ACAAGC -AAACAAAC^ AC^^Ai^AACAA 21CC 

AACAAA^iZAA AAAA3AATCr CnATATTGGC C?^.1UIG<=iTGT CCIiGAASACT 2150 

CCGGGCIUIC T.ij::JlTr:,T^ G.:iG0C?G3AA -2'£nTA3GGC AP^^.TTTICAGC 220G 

cra^TrrTiT 'z^.tccitcgg taiuttggit gp^gc-ccl^^ tggaicaag\ 2250 

C-i^G^CrCCA ATTC-G^iGAAG C7[TATriT3riA GCAACTT.z^.C AAAA.rnrA.TIT 23CC 

QGC<?rGAG\r TATG?AG?iSA TTG?AGIG?iA CC?ATAT.z^AT GGrr3GG^^j2- 2350 

GA"AI3^^AA£T GA-jG^.TGGGG i^AAITTT^AAAC ATIC-CC-AjGA CICVAGoGT 2400 

Gii2CAGC7rTG AAG^TCIt^HG GGL'l'i'JUIGC T::Cii3GC=.TT: G3GCFIG3GGG 2450 

an"C<AC\T3 TA^^CCCr GGOJrTQTro COTAAir^TGC -2^a:-3^i~LViG 2500 

GOC?;CGA£~'A TGCTGr'^^IO: ATnil=^.T?iA AA-Ur.LACC '.I'i'JJATGAT 2550 

•'iA^'i'i'lG ArAA-rCCTGC CAG?^3~CCTT QrAG^J-CAi'i A32AG3j_.-^ 2600 

jcTiGrrrrr a'tttgcixsgg occcciirT'A TG;^.iT3cccTr TmrmTT 2650 

TTIAPiSGPC-C 'TX.^iO-GGIC^. Gr^XliJOC?^A GTATACATIG .-rCTCAACAC 2700 

AC--S?miAi TATIA.Cii:iA.T GA0<rr5CIC TATGOCC'.TC i^GGCUTt-- 2750 

IGCCOGGATO OGGTC-.TIO: Aa--TC-Cn?>C TOAiZAAXC ClUICrSiGPv 2 SCO 

'TCAGGACICC OjnGG^ATA C\G?-.TCC?^rA GGCTIiiiOCr 2S53 
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sequence 3' Intron 
(site donneur) 



Sequence Exon 



Sequence 5' Intron 
(site accepteur) 



MetGly 
ATGGGG . 



aiGluG 
-Exon 1- . . TGGAGG 



GAGGTGA . 



. . . .TCCTTAG 



iyleuS 
GATTAA. 



-Excr. 2-. 



. AGAGTG 



GTAAGGC i 



,TCCTGAG 



spThrP 
AGACTT 



-Sxcn 3-. 



InGluA 
. AAGAGA 



GTAAGAA , 



. . . .TCTCTAG 



rgThrA 
GGACCC . 



-Sxcn 4-, 



TyrGln 
.TATCAG 



GTAAGAA , 



, TTTTAAG 
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1j 2 0 2 0 4 0 5.-^ 

123456TS9^ 1:34567690 IZs^SSlBVO 1:345c':^t9C :2;456"89C 

SEQ ID n°27 ATGGGGGCTC TGGAGCCCTC GTGGTGCCTT CTCTTCGT7C CTC^TCCTCCT 5?- 
SEQIDn^28 M G A L EPS W C L L F L P V L L 

GACTGTGGAG GGATTAAGTC GGGTACAGGG CCAGAGTGAC ACTTTCCC.\A iOO 
T V E G 1 S ? Q A Q 5 D T F ? R 

GATGGGAGTG TTGTPGGGTG AGCCCTGGTG TAGTGGGTGG GATTGTTGTG 150 
CDC S S V S P G V LAG I V L 

GGTGAGTTGG TGTTGACTCT GGTGATTGGC CTGGCTGTGT ACTCTC7GGG 2 00 
G D L V L T L L I A LA V Y 5 L G 

CCGGCTGGTG TCGC'GAGGTC ;^-=vGAGAGGAC CGGGAAAGAA CACATTGCTG 2 50 
R L ^/ S R G Q E R T R K Q H I A E 

AGACTGAGTC GCCriATCAG GAGCTTCAG-G GTCAGAGACA TGAAGTATAC 3 0C 
TES PYQ 5LGG QRH EVY 

AGT-GACCTCA ACACACAGAG GCAATATTAC AGATGAGGGC ACTGTATGGC 3 50 
S D L N T Q R Q Y Y R . A H S M P 

CATCAGCGGC CTGATGCCCG GATCCGGTCA TTCCAGATGC CTACTCAACA 4C0 
ISG LMPG SGH SRC LLNK 

AGCCCTCTC? GAGATCAC-GA CTCCCGTTGG AATACAGATC CACAGGGTAC 45C 
PSL RSG LPLE YRS TGY 



CT 



452 
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Fi mire 21 SEQIDn°31 

10 20 30 40 50 

1234567890 1234567890 1234567390 1234567890 1234567890 



GG:irTajnT TCIGVTCIGZ GjyiriNZP-n AT32AAGCIU CICQAGOGCT 50 

ICAIC-GGGI-G i^JTITOJ^JCCC Ta::?£<l^GZ<: TCCIGCICCT GCCICiariG 100 

Cia:-CIUI?i-A GTGGICICCG TCCTGirrCAG GCCC^I3GCCC AGACOGATIG 150 

C2.j3ri\2CIUr iCGGlI^iXC OGGQCX^IGCT C<rAC<:-G?--TC GTGAIDGSSAG 2C0 

ACCTGGiaJT- G?iZAGIGCIC A1TGCCCT3G CCGICTOTT CCIGGGCOGS 250 

CTCGiarnr ssgggcgagg qqcigoggag GC^iSDS^rcc qgaaacagcc- 300 

TA.TCACIG?X5 ACGG^iSIOGC CTIKirAGGA QCICCAGGGT C^iSAGGIOGG 350 

KToiCT^CMi O^rCICAAC ACACAGAGGC CX?IATTACAA AraGXCEA 400 

5krip 

AICAIGAC?iG 1C?y3CACAAr aATACUIGGA T ^1 
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Fitiure 22 



Relargage de serotonine induit par le complexe 
pSO/KARAP recoiistitue dans des cellules RBL-2H3 



cx 



30 n 



X 20 - 



p 



10 



3 

C5 



£ 



90 

O 



Stimulation 
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UJ 



2 \ 



a 



< 

A 



CO 



CO 



c 
cri 

CM 
CD 



to 
to 
to 



o 



= Ss 



01 
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d'applicatlon industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 



1 . Declaration 
Nouveaute 

Activite inventive 



Oui : 
Non 

Oui : 
Non 



Possibilite d'applicatlon industrielle Oui : 

Non : 



Revendications 1 -25 
Revendications 

Revendications 
Revendications 1 -25 

Revendications 1 -25 
Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VL Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et /ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale. ont ete constatees 



voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont taites au sujet de la ciarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n= PCT/FR98/00883 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

V Declaration motivee selon la regie 66.2{a)(ii) quant a la nouveaute, l activite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 L'examen de la presente demande a ete realise en assumant que la priorite 

revendiquee est valide. S'il devait se reveler que tel n'est pas le cas. un document 
intermediaire deviendrait alors pertinent pour juger de la brevetabilite de I'objet de 
la presente demande. 

2. II est fait reference au document suivant: 

D1 : The Journal of Biological Chemistry 
Vol. 272, No. 14, pp. 8989-8996, 1997 

3 Le document D1 indique que dans les cellules NK et T, les KARs font partie d'un 
complexe multlmerique contenant des KARAPs qui seraient necessaires a leur 
fonction activatrice (page 8995. colonne 1, premier paragraphe). D1 indique que 
la contrepartie inhibitrice des KARs, les KIRs, ne sont pas impliques dans de tels 
complexes multimeriques dans les cellules NK et T (page 8995, colonne 1 , 
paragraphe 2), ce qui implique que les KARAPs. associes aux KARs dans les 
cellules NK et T. ne s'associent pas aux KIRs. D1 decrit la reconstitution 
fonctionnelle de KARs dans des cellules de type non-iymphoide, les cellules 
RTIIB, et montre que les KARs ainsi reconstitues ne sont pas fonctionnels, alors 
qu'ils le sont dans les cellules NK et T (page 8989, colonne 2, troisieme 
paragraphe a page 8990. colonne 1, premier paragraphe). 
L'objet des revendications 1 et 2 est un polypeptide KARAP, ou homologue ayant 
la meme fonction. Un tel homologue, capable de s'associer a un KAR et de ne 
pas s'associer a la contrepartie inhibitrice de ce KAR, est decrit dans D1. Bien que 
D1 ne decrive pas I'isolation des KARAPs, la presente autorite est d'avis que leur 
isolation peut etre reaiisee par I'homme du metier, compte tenu de I'association 
divulguee par D1 entre les KARs. connus, et les KARAPs. Par consequent, les 
revendications 1-18 ne sont pas inventives (Art. 33(3) PCT). 

4 L'obtention d'un anticorps reconnaissant un polypeptide connu dans I'etat de la 
technique ou d'un acide nucleique codant pour la sequence en acides amines 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande .ntemationale n= PCT/FR98/00883 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE ^ 

d'un tel polypeptide n'implique pas d'activite inventive. De plus, une methode ou 
un procede concernant un objet faisant parti de I'etat de la technique, selon des 
etapes connues de I'homme du metier, n'implique pas d'activite inventive. II en est 
de meme pour une composition concernant un objet faisant parti de I'etat de I'art 
et comprenant des elements connus de I'homme du metier. Par consequent, les 
revendications 13-25 ne sont done pas inventives (Art. 33(3) PCT). 

5 La presente demande presente egalement un defaut d'unite d'Invention a 
posteriori au sens de I'Article 13.1 et 13.3 PCT pour les raisons suivantes: 

Le concept commun reliant les differentes revendications independantes consiste 
en un polypeptide isole permettant de transduire un signal provenant d'un KAR. 
Ce concept commun ne remplit pas les conditions de I'Article 33(3) PCT, son objet 
n'etant pas conforme au critere d'inventivite (voir ci-dessus). En consequence, ce 
concept commun n'existe plus. La presente demande renferme done onze 
inventions differentes non reliees par un concept inventif commun. 
Chacune des inventions se referent aux revendications 1-25 de maniere part.elle 
et correspond a un polypeptide different permettant la transduction d'un signal 
provenant d'un KAR, sa sequence en acides amines comprenant la SEQ ID No 2 
(invention 1), 3 (invention 2), 4 (invention 3). 5 (invention 4), 11 (invention 5), 12 
(invention 6), 13 (invention 7). 14 (invention 8), 15 (invention 9), 17 (invention 10), 
ou 28 (invention 11). 

Cette objection de defaut d'unite ne sera pas poursuivie dans la presente phase 
d'examen, mais sera appliquee au cas ou la presente demande entre en phase 
regionale Europeenne, 



VI. Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10) 

1 . The Journal of Immunology 

Vol. 158, No. 11, pp. 5083-5086, 1997 
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Vll. Irregularites dans la demande intemationale 

1 La presente demande decrit d'une part, trois polypeptides phosphoryles capables 
de s'associer a des KARs. ayant un poids moleculaire apparent de 12. 14 ou 16 
KDa et d'autre part, un cDNA humain (SEQ ID No 31) codant pour un polypeptide 
perr^ettant la restauration d'une activation KAR deficiente. La presente demande 
ne montre aucune evidence permettant de savoir si les trois phospho- 
polypeptides representent un meme polypeptide a differents degres de 
phosphorylation et si le produit du cDNA humain (SEQ ID No 31) correspond a au 
moins un de ces phospho-polypeptides. 

II apparait que le demandeur. assumant que les trois phospho-KARAPs et le 
produit du cDNA humain isole correspondent a un seul et meme polypeptide, 
revendique un polypeptide melangeant certaines des caracteristique de chacun 
de ces polypeptides. 

En consequence. I'objet des revendications 1. 2, 7, 14. 16, 17, 19, 20 presente un 
manque d'evidence pour les raisons suivantes: 

A La restauration de I'activite KAR deficiente n'ayant ete demontree que dans 
le cas du produit du cDNA humain, hen dans la description n'indique que les 
trois phospho-KARAPs puissent egalement restaurer une activation KAR 
deficiente (revendication 1). De plus, il n'y a egalement aucune evidence que 
la methode d'isolation des trois phospho-peptides puisse etre utilisee pour 
I'obtention du produit du cDNA humain (revendications 2 et 17). 

B. La presente demande ne presente aucune evidence que les trois phospho- 
KARAPs comportent: 

1) un motif ITAM (revendications 1, 19 et 20) 

2) des regions extracytoplasmique, transmembranaire et intracytoplasmique 

(revendications 1 et 19) 

3) un acide amine nyctainp pytracvtoplasmique (revendications 1 et 19) 

4) un acide amine charge transmembranaire (revendications 1 et 19). 

C La presente demande faisant reference a "un groupe similaire de KARAPs", 
II y a des doutes qu'ils s'agissent des memes phospho-KARAPs que ceux 
precedemment mentionnes ainsi que sur rincapacite de ces derniers a 
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s'associer a un KIR (page 34, lignes 15). 

D. Les trois phospho-KARAPs de 12, 14 et 16 kDa. et le polypeptide permettant 
la restauratlon de I'activite KAR deflciente sont tous des produits d'origine 
humalne. La presente demande ne montre ni la presence de tels phospho- 
KARAPs Chez la souris, ni que des polypeptides murins (notamment ceux 
constltues paries SEQIDNo2, 3, 4, 5. 11, 12, 13. 14, 15, 17 ou 28) 
permettent la restauratlon d'une activite KAR deflciente (revendications 7, 14 
et 16). 



VIM. Observations relatives a la demande intemationale 

1 . L'objet des revendications 1 , 6 et 9-1 1 pour lequel protection est recherchee (un 
polypeptide) n'est pas clairement defini, du fait que celui-ci n'est pas defini par des 
caracteristiques techniques. En effet, ces revendications sont enoncees dejelle 
maniere que leur objet n'est defini que par le resultat a obtenir ("il permet...", "est 
capable de...", "se lie a...", "a inhiber...", "a etre non hydrolysable..."). De telles 
definitions ne sont admissibles que dans les conditions prevues par les Directives 
C-lll, 4.7. Les formulations ici utilisees ne sont cependant pas acceptables parce 
qu'il est possible de definir l'objet revendique dans des termes plus concrets. du 
fait qu'un polypeptide peut etre clairement defini par sa sequence proteique. 
notamment. 

2. La revendication 2 defini un polypeptide comme produit d'un procede. Ce precede 
egalement revendique en tant que tel (revendication 17) est confus et manque de 
clarte. De ce fait, il est permis de douter qu'il puisse etre reproduit par I'homme du 
metier. 

3. L'objet des revendications 3 et 1 8 n'est pas fonde sur la description. En effet, 
celle-ci ne decrit la presence de KAR que dans les cellules NK et T. II n'est a 
aucun moment fait mention de cellules myeloides, de cellules B ou de 
mastocytes (Art. 6-fondement PCT). 

4. La presente demande ne montre pas de liaison d'un quelconque polypeptide avec 
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une molecule a domaine PTB. La revendication 6 n'est done pas fondee sur la 
description (Art. 6-fondement PCT). 

5. La presente demande ne decrit aucun polypeptide modifie selon n'importe 
laquelle des revendications 8 et 10-12. Ces revendications ne sont done pas 
fondees sur la description (Art. 6-fondement PCT). 

6 La presente demande ne montre aucunement que I'un des polypeptides qu'elle 
decrit soit capable de traverser une membrane cellulaire. La revendication 9 n'est 
done pas fondee sur la description (Art. 6-fondement PCT). 

7. La revendication 1 9 decrit une methode pour I'obtention de la sequence d'un 

polypeptide presentant notamment une masse moleculaire entre 5 et 25 kDa. Or, 
la presente demande ne decrit que des polypeptides ayant une masse 
moleculaire de 12, 14 ou 16 kDa. Par consequent, la revendication de 
polypeptides ayant une masse moleculaire differente de ceux-ci n'est pas fondee 
sur la description (Art. 6-fondement PCT). 
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RE VENDl CATIONS 



1, Polypeptide isole, caractense en ce qu'il pennet la restaiiration d'une activation 
KAR deficiente, en ce qu'il est capable de s'associer a uii KAR., et de ne pas 
s'associer i la contrepartie inhibitrice de ce KAR, et en ce que sa sequence en 

acides amines : 

- prdsente au moins un acide arnin^ tyi'osine phosphorylable, 

- presents une masse moleciaaire comprise entre 10 i_2 et 16 ± 2 kDa 
environ, 

- comporte au moins un motif IT AM YxxIVLx^-sYxxL/I, 

- comporte une region extracytoplasmique, une region transraembranaiie, et 

une region intrac>topIasmiqv.c, 

- comporte au moins un acide amine cysteine extracytoplasmique, 

- comporte au moins un acide amine charge (K, K, D, E) 
iiansraembranaire, 

ou fragment, ou homologue, d'un tel polypeptide, lesdits homologues ou 
fragments etant capables de transduire un signal provenant d*xui KAR. 

2. Polypeptide tel qu'obtenu : 

i. par immunoprecipitation d'lme ou plusieurs fi-action(s) 
polypeptidique(s) de lysats de ceUules exprimant des recepteurs KAR capables 
de transduire un signal activateur a I'aide d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR 
et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CDl 58, anti-pTO/NKBI, anti-pl40, et 
plus particuli^rement I'anticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellcment etre plus 
avant 6puis^e par elimination des fractions immunoprecipitees a I'aide 
d'anticorps aiiti.CD3 et/ou anti-FceRIy, et'ou atre a nouveau precipitee a I'aide 



d'un ou plmieurs anticorps anti-KIR ct/ou anti-KL\R tel(s) qu'un anticorps anri- 
CD158. aiiti-p70/NKBl, anti-pl40, er plus particuli^cmeut I'anticorps 
monoclonaJ EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fi•actlon^,s) 
polypeptidique(s) selon leur poids molcculaire, et recuperation des polypeptides 
correspondant h m poids moleculaire de 12 = 2 kDa cnvii-on, ou bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fractions 
polypeptidique(s) selon leur poids molcculaire apr^s avoir soumis ladite (lesdites) 
fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recup(iration des polypeptides 
phosphorylds coirespondant a im poids mol6cuIaire de 12, 14 et/ou 16 ± 2 kDa 
environ, 

ou fragment, ou homologue, d'un tel polypeptide, lesdits homologues ou 
fragments etant capables de transduire un signal provenant d'un lO-R. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, caractCrise en ce que lesdites 
celhUes sont des cellules NK et/ou des ceUules T et/ou des cellules myeloi'des 
et/ou des cellules B et/ou des mastocytes. 

4. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caractens^ 
en ce qu'il est phosphoryle au niveau d'aa raoins un residu tyrosine. 

5. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes. caracterise 
en ce qu'il se presente sous la forme de dimeres. 



6. Polypeptide selon I'lme quelconque des revendications precedent. 
caract6ris(^ en ce qu'U se Ue d ime molecule h domaine SH2 ou PTB. 
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7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedences, caracr6nse 
en ce que sa sequence en acides amines est essentlellement constituee par la SEQ 
IDN°2.D''3.n°4,oua'5,n^ll,n'12, n'^lS, n°14, n^S, n=17. ou u°28. 

8. Pob-peptide selon Tune qnelconque des revendications pr^c^^deotes, caracterise 
en ce qu'il est modifie par glycosylation, phosphorylation, sulfonatioa, 
biotinylation, acylatiocu esterification, par addition, substitution ou suppression 
d'entit^s de forme moleciilaire proche de celle des groupes phosphate telles que 
le phosphonate, par addition de reactifs de marquage tels que la luciferase, la 
GFP {Green Fluorescence Protein) ou ses analogues, par addition de cibles de 
punfication telles qu'im ligand d'affinite, par addition d'entites modifiant sa 
solubibt^. 

9. Polypeptide scion Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il est capable de traverser une membrane cellulaire. 

10. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il est modifie de telle sorte ^ mliiber sa capacite a transduire 
un signal. 

11. Polypeptide selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est modifie de 
telle sorte a etre non hydrolysablc dans des conditions biologiques, notairanent 
par addition de groupes pbosphonates. 

12. Polypeptide selon la revendication 10. caractense en cc qu'il est modifie par 
substitution d'un residu tyrosine par nn residu phenylalanine. 



13. Anticorps ou fragment d'un tel acticorps. en porticulier fragment Fc, Fv, Fab, 
F(ab)'2, CDR tel qu'obtenu par immwiog^nese a partir d'un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendicaticos precedentes, ou a p?Jtir d'un fragment d\m 
tel polypeptide. 

14. Anticorps ou fragment d'anticorps selon la reveudication 19, caract^m^ en ce 
qu'il est capable de reconnaitre la SEQ ID n°2, SEQ ID n^3. SEQ ID n°4, SEQ 
ID SEQ ID n»l 1. SEQ ID n'^ll, SEQ ID n°I3, SEQ ID n'l4, SEQ ID nn5. 
SEQ ID n°17 eu'ou SEQ ED n=28. 

15. Acide nucleique ou variant d'un tel acide nucldique, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence con-espondant i la lecture en cadre ouvert, selon le code 
g^netique universel, de la sequence en acides amines d'un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendicatious precedentes. 

16. Acide nucl6ique selon la reveudication 15, ou vainmit dMn tel acide nucleique, 
caracterise en ce que ledit acide nucleique pr^sente une sequence essentiellement 
constitute par la SEQ ID nn,n«5,n'7, n'8. n^9, n^lO. n^l6, n^27, n'31, ou 

17. Proc6d6 d'obtention dim polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caract^nse en ce qu'il comprend les etapes : 

i d'immmiopr^cipitation d'une ou plusieurs fracUon(s) 
polypeptidique(s) de lysats de ceUules KAR^ a I'aide d'un ou plusieurs anticorps 
anti-m et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CDI58, anti-p70/NKBl, 
anti-pUO. et plus particuUerement I'aiiticorps monoclonal EB6, GL183 ou 
PAX250, 
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ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avaiit epuisee pai- elimination des fractions immimoprecipit^es a I'aide 
d'anticorps anti-CD3 et'ou ann-FcsRl7, cfou etre ^ nouveati precipitcc i I'aide 
d'lm ou plusieurs anticorps anti-KIR et'ou anti-IC^R tel(s) qu'iin anticoi-ps anti- 
CD158, anti-pTO^-NKBl. anti-pUO, et plus particuUdrement I'anticoips 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

ili. de separation les polypeptides dc ladite (desdj'tes) fractiou(s) 
polypepndique(s) selon leur poids moleculaire et reciiperer les polypeptides 
correspondant i un poids molecuiaire de 1 2 = 2 icDa enviroD, ou bien 

de separation des polypeptides de ladite (desdiles) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaure apres avoir soumis ladite (Icsdites) 
fraciion(s) polypeptidiquc(s) a un test kiDase, et recup^er les polypeptides 
phosphoryles correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 2 kDa 



environ. 



18. Procede selon la revendication 17, oaracterise en ce que lesdires cellules 
KAR- sont des cellules NK et/ou des cellules T et/ou des cellules my^lofdes et/ou 
des cellules B et/ou des mastocytes. 

19, Mathode pour robtention de la sequence d'un polypeptide selon I'une 
quelccnque des reveadications I i 12, caracterisee en ce qu'on opere par criblage 
panni des sequences candidates pour ne s^lectionner que celle(s) qui : 

- pr6sente(nt) au moins un acide 3min6 tyt'osine phosphorylable, 

- pr^senteCnt) une masse moleculaire compnse entre 5 et 25 kDa environ, 

- comporte(nt) une region exrracytoplasmique, une region 
transmerabranaire, et une region intracytoplasmjque. 

- ccmpotteCnt) au morns im acide atnine cysteine dans sa region 

extracytoplasmique, 



. comporte(nt) au moir.s lui acide amine charge (R, K, D, E) dans sa region 

transmembraiiaire, et 

- compoiTe(nt) an moins im motii: ITAM Yx.xLAx<,sYx:<L/I dans sa region 
intracytoplasraique, et que I'on s'assiire que le(s) polypeptide(s) con-espondam a 
la (Ics) s6quence(s) s61ectioimee(s) est (sont) capable(s) de s'associer a uq 
receptear KAR tout en ne s'associant pas au recepteiir contrepanie inliibitrice de 
ce KAR. 



20. Methode pour d<5tenniiier si uii polypeptide candidal coirespond a im 
polypeptide selon hine quelcoiique des revendications 1 a 12, caractens6e en ce 
qu'elle comprend : 

- produire un anticorps mono- ou polyclonal ding^ centre ce polypeptide 
candidat, et en particulier contre une rdgion extrac>toplasinique de ce 
polypeptide candidat ef 'ou ime region qui comprend au moms un motif ITAM, 

- mettre en contact cet anticorps avec un lysat de ceUiUes. possedant, sous 
ime fonne foncnomieUe. le recepteur activateur ou nou iuhibiteiir pour lequeL le 
polypeptide candidat est suppose constitiier le KARAP dans des conditions 
douces pennettant des reactions de Uaison de t>pe aiitigeae-aiiticorps, 

- identifier le polypeptide candidat comme <itant un polypeptide selon Time 
quelconque des revendications 1 a 12 lorsque dans les produits de reaction 
6ventuelleinent formes se trouvent un produit de masse mol^culaire apparentc 
procbe de ceUe dudit r6cepteur activateur ou non inhibite'jr, et un produit de 
masse motolaire apparente proche de ceUe du polypeptide candidat. 

21. Composition pharmaceutique comprenant. en association avec un vehicide 
pharmaceutiquement acceptable, ime qiiantite efficace de polypeptides selon 
rune quelconque des revendications prec^dentes, ou de fragments de tels 
polypeptides, ou une quantite efficace d'anticorps selon la revendication 13 ou 
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14, OU de fragments de tels anticorps. ou une quantite efficace d'acides micleiq^ies 
selon ia revendication 15 ou 16, ou de ^cmants de tels acides nucleiques, 

22. Methode de diagnostic m vitro d'lin fonctionnenieut anomial ou non desire 
d'une cellule, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de; 

- mise en contact d'au moms une cellule, ou un exti-ait de celliUe, avec uu 
anticorps selon la revendication 13 ou 14 ou un fragment d'm tel aiiticoips. ou 
avec un acide nucI6;que selon la revendication 15 ou 16 ou un variant d'lm tel 

acide nucl6ique, et de 

- revelation du produit de reaction eventuellement fonne. 

23 M^thcde de diagnostic m .itro selon la revendication 22, caracterisee en ce 
que ledit fonctionnemeat anormal ou non d6s^r6 se traduit par u.ie maladic 
ixnmunoprolif^rative. une maladie d'lmmtmod^ficience telle qu'une maladie ^ 
VIH, un cancer tel que la maladie lymphoproUferative des lymphocytes 
^andaires, une ntaiadie auto— e telle que la polyartl^te rhumatoi'de, une 
maladie mfectieuse telle que le paludisme. une r^ponse allergique, un rejet de 
grcffe. 

24 Mcthodc d'ida«ffic.tion d. molecules adaptatrices ou effcccices de 
I'activation d'un KLAR, caracfens« » c= qu'elle comprend les etapes de : 

i Bise en contact des molecules candidates avec des polypeptides selon 
tae quelconque des revendicarions 1 a 12 (ou avec des fepnents de tels 

polypeptides), et de . 

ii, selection de celles des moUcules candidates pour lesquelles une hmson 
aaxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypepttdes) est observee. 



i 



25, Methode d'identification dc molecules capables de moduler iire activite 
cellulaire resultant de Tactivanon d'lm KAR, caractens6e en ce q\i'elle comprend 
les Stapes de : 

i mise en contact des molecules candidates avec des molecules 
adaptatrices ou effectnces de I'activation dun KAR telles qu'obtenues par la 
methode sdon la revcndication 24 et avec des polypepndes scion I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 (ou avec des fragments de tels 

polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates qui exercent un eiJet sur la 
liaison entre lesdits poh/peptides (on lesdits fragments de polypeptides) et lesdites 
molecules adaptatrices ou effectnces, telle qu'obscivee en I'absence desdites 
molecules candidates. 
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4. Additional observations, if necessary: 
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V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ 



Siaiement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-25 



1-25 



1-25 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



3 . 



Examination of the present application has been 
carried out assuming that the claimed priority is 
valid. Should this prove not to be the case, an 
intermediate document might become pertinent in the 
assessment of the patentability of the subject of 
the present application. 

Reference is made to the following document: 

Dl: The Journal of Biological Chemistry, Vol. 272, 
no. 14, pg. 8989-8996, 1997 

Document Dl states that, in the NK and T cells, the 
KARs are part of a multimer complex containing 
KARAPs which appear to be needed for their 
activating function (page 8995, column 1, first 
paragraph). Dl indicates that the KAR' s inhibitory 
counterpart, the KIRs, are not involved in such 
multimer complexes in the NK and T cells (page 8995, 
column 1, paragraph 2), which implies that the 
KARAPS, associated with the KARs in the NK and T 
cells, do not associate with the KIRs. Dl describes 
the functional reconst itution of the KARs in non- 
lymphoid cells, RTIIB cells, and shows that the KARs 
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reconstituted in this way are not functional, 
although they are in the NK and T cells (page 8989, 
column 2, third paragraph to page 8990, column 1, 
first paragraph.) 

The subject of claims 1 and 2 is a KARAP 
polypeptide, or homologue with the same function. 
Such a homologue, which is capable of associating 
with a KAR and of not associating with the 
inhibitory counterpart of this KAR, is described in 
Dl. Although Dl does not describe the isolation of 
the KARAPs, this authority is of the opinion that 
their isolation could be conducted by a person 
skilled in the art, taking into account the 
association disclosed in Dl between known KARs and 
KARAPS. As a result, claims 1-18 are not inventive 
(PCT Article 33 (3) ) . 

\. Obtaining an antibody which recognises a polypeptide 
known from the prior art or a nucleic acid coding 
for the amino acid sequence of such a polypeptide 
does not involve an inventive step. In addition, a 
method or a process concerning a subject which is 
part of the prior art, comprising steps known to a 
person skilled in the art, does not involve an 
inventive step. The same applies for a composition 
concerning a subject which is part of the prior art 
and comprising elements known to a person skilled in 
the art. As a result, claims 13-25 are not inventive 
{ PCT Article 33(3)) . 

5. This application also lacks unity of invention a 

posteriori under the terms of PCT Article 13.1 and 
13.3 for the following reasons: 

The common concept linking the different independent 
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claims is one isolated polypeptide which allows a 
signal from a KAR to be transduced. This common 
concept does not fulfil the requirements of PCT 
Article 33(3) as its subject does involve an 
inventive step (see above). As a result, this common 
concept no longer exists. The present application 
includes, therefore 11 different inventions which 
are not related by a common inventive concept. 

Each of the inventions partially refers to claims 1- 
25 and corresponds to a different polypeptide which 
enables the transduction of a signal from a KAR, its 
amino acid sequence comprising the SEQ ID No. 2 
(invention 1), 3 (invention 2), 4 (invention 3), 5 
(invention 4), 11 (invention 5), 12 (invention 6), 
13 (invention 7), 14 (invention 8), 15 (invention 
9), 17 (invention 10), or 28 (invention 11). 

This objection pertaining to unity of invention will 
not be followed up in this examination phase, but 
will be applied, should this application enter into 
the European regional phase. 
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VI. Certain documents cited 



1. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 
(day month year) 



Filing dale 
(day month year) 



PriorilN date (valid claim) 
(day month year) 



See Separate Box 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Kind of non-written disclosure 



Date of non-written disclosure 

(day month year) 



Date of w ritten disclosure 
referring to non-written disclosure 

(day month year) 
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(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Certain documents published (PCT Rule 70.10; 
1. The Journal of Immunology 

Vol.158, No. 11, pg 5083-5086, 1997 
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Vn, Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. This application describes three phosphc.ry lated 
polypeptides capable of associating with tCARs, 
having an apparent molecular weight of 12, 14, or 
16 kDa, and a human cDNA coding (SEQ ID No. 31) for 
a polypeptide which restores deficient KAR 
activation. This application does not provide any 
evidence as to whether the three 

phosphopolypeptides represent the same polypeptide 
with different degrees of phosphorylation and 
whether the human cDNA product (SEQ ID No. 31) 
corresponds to at least one of these 
phosphopolypeptides . 

It seems that the applicant, assuming that the 
three phospho-KARAPs and the isolated human cDNA 
product correspond to one and the same polypeptide, 
is claiming a polypeptide which com.bines certain 
characteristics of each of these polypeptides. 

As a result, the subjects of Claims 1, 2, 7, 14, 
16, 17, 19, 20 are not sufficiently supported by 
evidence for the following reasons: 

A. As the fact that the deficient KAR activity is 
restored has only been demonstrated in the 
case of the human cDNA product, nothing in the 
description indicates that the three phospho- 
KARAPs may also be able to restore a deficient 
?:aR activation (Claim 1). In addition, there 
is also no evidence that the m.ethod for 
isolating the three phosphopept ides may be 
used to obtain the human cDNA product (Claims 
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VII. Certain defects in the international application 



c , 



2 and 17) . 

This application gives no evidence that the 
three phospho-KARAPs comprise: 

1) An ITAM motif (Claims 1, 19 and 20) 

2) Extracytoplasmic, transmembrane and 
intracytoplasmic regions (Claims 1 and 19) 

3) An extracYtoElasmic cysteine amino acid 

(claims 1 and 19) 

4) A charged transmembrane amino acid (claims 
1 and 19) 

AS the present application refers to a 
"similar group of t^RAPs" , there are doubts as 
to whether this refers to the same phospho- 
KARAPs as those previously mentioned as well 
as regarding the incapacity of the latter to 
associate with a KIR (page 34, line 15). 

The three phospho-KARAPs of 12, 14, and 16 kDa 
and the polypeptide restoring deficient KAR 
activity are all products of human origin. The 
present application neither describes the 
presence of such phospho-KARAPs in mice, nor 
indicates that murine polypeptides 
(particularly those consisting of SEQ ID No. 2, 
3, 4, 5, 11, 12, 13, 14, 15, 17 or 28) restore 
dlficient KAR activity (claims 7, 14, and 16). 
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V Ill. Certain observations on the international application 



[The follow.ng observat.ons on the clarny of the claims, description, and drawings or on the quest.on whether the claims are fully 

supported by the description, are made: 

The subject of Claims 1, 6, and 9-11 (a polypeptide) 
for which protection has been requested has not been 
clearly defined, due to the fact that this has not 
defined by its technical features. In fact, these 
claims have been formulated in such a way that their 
subject is only defined in terms of the result to be 
obtained ("it enables...", "is capable of...", "binds 
to..", "inhibiting..", "to be non-hydrolisable..." ) . 
Such definitions are only permissible under the 
conditions stipulated in the PCT Guidelines, C-III, 
4.7. The formulations used here are not, however 
permissible as it is possible to define the subject 
claimed in more concrete terms due to the fact that 
a polypeptide can be clearly defined by its protein 
sequence, in particular. 

Claim 2 defines a polypeptide as the product of a 
method. This method, which is also claimed per 
se (claim 17) is vague and lacks clarity. Because of 
this, it is doubtful whether a person skilled in the 
art could reproduce it. 

The subject of claims 3 and 18 is not based on the 
description. In fact, the latter only mentions the 
presence of KAR in NK and T cells. At no point is 
any mention made of myeloid cells, B cells or 
mastocytes (PCT Article 6) . 

The present application does not describe the 
binding of any polypeptide with a PTE domain 
molecule. Claim 6 is not based on the description. 
(PCT Article 6) . 
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Vlll. Certain observations on the international application 



The present application does not describe any 
polypeptide modified as per any of Claims 8 and 10- 
12. These claims are therefore not based on the 
description. ( PCT Article 6). 

The present application does not indicate in any way 
that one of the polypeptides that it describes is 
capable of passing through a cell membrane. Claim 9 
is not therefore based on the description. (PCT 
Article 6) . 

Claim 19 describes a method for obtaining the 
sequence for a polypeptide having in particular, a 
molecular weight of between 5 and 25 kDa. However, 
this application only describes polypeptides with a 
molecular weight of 12, 14, or 16 kDa. As a result 
the claim for polypeptides having molecular weights 
different from the latter, is not based on the 
description (PCT Article 6) . 
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i Office dc dipot 



FRANCE 



30/04/1^^7 



Q7 05411 



FRANCE 



28/01/1998 



98 00927 



(3) 



Coch^r incase 



-— 



"^Z^^^^^^^^S^'^^^-^-- « ^= - Bureau im=™non3Lunc cop,c 

□ «mrli^ con^^rrre de la ou des demands anceneurci indiguces ci-dessus au(x) po.nt(s) . 



Cadre n' VII 



.^MINISTILATION CH.ARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



'Choix de I'administration diars« de la recherche intenutioaale (ISA) 

Recherche antiheure ^ ....'r^.c.^ ^ T"^. S^~™"-^%^>1%^^^^^^ ^rru:r.mU. ^ 



Piys (ou offxe regional) ^^^^qv 



Date f^ur/mcu/ann^fj : 30/04/1997 



Numero 



FA 942993 



Cadrea-VTn BORDEREAU ^ . , ■ 

_ ^ , ■ u ou les elerr^ents coches c:-apr fes sonc joints k la presence deniande intenuaonale : 

"^^.^s:^ ^-n^r ^^^^^^^ ' □ '-^^'^ ^^^^^ ^" 




1. requetc 

2. descnpuon 

3. rcvcndicauons 

4. abregc 

5. dessms 



04 feuiiles 

50 feuiiles 

29 feuiiles 

0 1 feuiiles 

26 feuiiles 



□ r I [ indications seoarces concernant 
copie du pcuvoir general o. | | rnicrcHorgahismcs deposes 

I j Ustage de sequence de nucMotidcs 



- j 1 ixpLication de ['absence 

^' I 1 d'unc signature 



ou d'acides amines (disquccte) 



^ [-71 docurrxntCs) de pnor.te g. r"] f"^"Jj5,"^"" 
LU lindique(s) dans ie caar: I ' fP''""*''^- 



Cadre a" i a siy^.-^.^^ --^ ^- " , ^ <„ i^r-ur^deia nauitt d qwti atre I Meres ze siint. 



PEAUCELLE Chantal 



ARMENGAUD Alain 



Rfscr/c \ r office rccepteur 



1 Date cffecnvc de recepuon dcs piiccs supposces 
consacucr la demandc Internationale ' 



"l Date cffecnvc dc rrccption, recnfi<ee en raison dc la reception uite- 
ncTre m^s ^ \cs d^lais. dc documents ou dc dcssins completant 
c- qui est suppose constituer la demandc interaanonaie : 



4 Date dc r^cepaon. dans les d^lais, dcs correcnons 
dcmanc6cs scion riracie 1 i.2) du PCT • 



2. Dessins : 
[~[ non rci;us 



AdmimsL-acon cnargce dc la recherche , 
Internationale indiqucc par Ic deposant ^--^ 



6 ( i Transmissionde ' a copiedc recherche diffcree 

1 1 -u^qu au paien-.enc de la de recnerchc 



Rescr/c au Bureau :r.ccmat:cnal 



Date dc reccccon dc rexempiairc 
ongmal par c Bureau iQtcmaconai 



TRAITE DE COO^JATlON EN MATIERE DE BREVj 

PCT 



f^^poQRT DE ^ECHE=!CHE ■ NTEPNATiONALE 




Date du depot internationalO'Our mo/s/anree) 

30/04/1998 



(Date ae pnonte \\a plus ancienne) 

tjour/mots.annee) 

30/04/1997 



INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA et a1 



Ce rapport de recherche mternationaie comprend 3 _ 

E II est auss, accompagne d'une cop,e de cha.ue documen, relaM a re.a, de ,a ,echn,que qu, y est cte 



feuilles. 



, , □ „ a et. cs.i.e <,ue certaines revendica.ions nepouvalent pas fa.re rob.e. d'une recherche<v0.r ,e cadre ,). 
2. Q It y a absence d'unitederinvention(voir!e cadre in. 

3 La demande ,n,erna„ona.e cont,ent ,a d,vulga.,on d'un lis.age de sequence de nuc.^tides oud'acides an^ines e, la 

^ rechercne nternat,onale a ete effectuee sur la base d. Hstage de sequence 

I ^ depose avec la demande Internationale 

[yl tourn, par ie deposant separement de la demande Internationale 

rn 5ans ^tre accompagnee dune declaration selon laquelle ,1 n mclut pas d^elements 
^ l^antfu de?a de la^d,vulgat,on fa.te dans la demande ,nternat,onale telle 

qu'elle a ete deposee. 

I ] transcrit par radministration 

4 En ce qu, concerne le t.tre. □ le texte est approuve tei qu H a ete rerr^se oarie deposant. 

Le terte a ete etabll par radmin.stration et a la teneur su.vante: 

POLYPEPTIDES ASSOCIES A OES PECEPTEURS ACTIVATEURS ET LEURS APPLICATIONS 

BIOLOGIQUES 

5 En ce qui concerne I'abrege, 

[71 le lexte est approuve rel au il a ete remis parie deposant 

□ iete.e.epro.u,t dans le cadre :n, a e^^ 



6. La 'igure des dessins a pubher avec Tabrege est ia suivante 
Mquren- □ suggeree par ^e deposant. 



1 Aucune des figures 
nest a publier 



parce que le deposant n'a pas SL^ggere de figure 
parce que cette *igure caracter^se -nieux iinvennon 



-jrrnuiaire : premere 'euille) .untet ^992; 



PCT^^98/00883 



..cLA^EMENj^o^^^^^^ .37^^5/28 C07K1/35 A61K38/17 



G01N33/53 G01N33/63 

::revets OB) z-u 3 -o,s seton :a :iass.tic3tion nationaie at a CiB 



3^,on 'a -lassificaiion ntemationaie cies 'Dr> 



8. DQMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documdntaiion minimaie consurtee .systsme 

CIB 6 C07K 



;e :tasstficat!on suiv. des symootes de ciassemert) 



Documentation consuftae autre que la documentatio 



n .,n.ma.e aans a mesure ou ces .ocuments ^elev.nt .es .oma.nes sur 'esquois a porta :a r.cnarcne 



Base de donnees eiectromque consuitee au ;ours de 'a 



recnercne .nternafona .a .nom de ia r:ase de donn.es. at s> reai.sable. termes de recnerche ut.i.ses) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES CQMME PERTINENTS 



3ategone 



,dent,fica«on 3«s documents etas, aveo, la cas ecneant, , ,nd,ca.,on des passages pe^.nen.s 

M. BLERY ET AL. : "Reconstituted killer 
cell inhibitory receptors for major 
histocompatibility complex class I 
molecules control mast cell activation 
induced via immunoreceptor tyrosine-based 
activation motifs. " 
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 272, no. 14, 4 avril 1997, pages 
8989-8996, XP002052877 
BALTIMORE, MD , ETATS-UNIS 
voir page 8994, colonne de droite, ligne 
35 - page 8995. colonne de gauche, ligne / 



no des revendications visees 

2-4,7, 
15,28-31 



WO 95 20604 
3 aout 1995 
voir page 41 , 1 igne 
voir revendications 



A (SCHERING CORP. ET AL.) 

7 - page 44, 1 igne 13 



1-31 



voir la suite du cadre C pour la fm de a iiste des documents 

' Categones speciaies de documents cites 

document detinissant Tetat general de la technique, non 
^onstdere comme parliculi^rement pertinent 
document anteneur. mais pubi.e A la date de depot international 

ou apres cette date 
document pouvant leter un doute sur une revendication de 
pnonte ou c.te poir determiner la date de P^t=''<=^^'°;^f^;^^':^^ 
autre citation ou pour une ra.son soec.ale (teile qu mdiquee) 
" document se raferant a ane divulgation orate ^ un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
' document puPiie avant !a date de depdt international, mats 
posteneurement A la date de pnonte r^vendiquee 



Les documents de families de brevets sent indiques en annexe 

T" document urteneur pubi.e apres la date de ,^Pf 
date de pnonte et n appartenenant pas k I 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnncipe 
ou la theone constituant la base de I'lnvention 
document particuli^rement pertinent; I'lnven ^'on reven W 
atre conslderee comme nouvette ou comme impi quant une activrte 
.nventive par rapport au document considere isoiement 
document pamculi^rement pertinent; [^^''^'^^^'ll'ZZf^ 
ne peut etre consideree comme impliquan une ^ct^^^^^e^nventive 
lorsque le document est assoce ^ un ou P^^^'^^^./^^/'t^nente 
documents de meme nature, cette combmaison etant evidente 
pour une personne du metier 



document qui fait partie de la meme famille de brevets 



"Date a laqueile la recherche .nternat.onaie a ate ^ftect.vement acnevee 



19 fevrier 1999 



Date -expedition du present rapport de recherche mtemationaie 



26/02/1999 



Nom at adresse oostaie de . adm.n.strai.on cnargee ie 'a recnerche .nten 
:tf^ce Eurcceen :le3 Brevets. = 9 58^3 ^atentlaan 2 
NL ■ 2290 ^i|swiik 
'•n -'Ci 3-iO-2C'iO, 'x 31 ^co "I, 



roncttonnaire autcnse 



Nooij, F 



-ifmua.r.^CT 1SX2'T 3»uxi»rne **oJl«-,u.tlei '9921 

page 1 de 2 




page 2 de 2 



Renseignements relattfs aux momb 



OocufTient orevet cite 
au ^aoport :3e -ecrercne 



milles de brevets 



PCT, 



Date ae 
DuDiicaticn 



m 



8/00883 



MemcreiS) 3e la 
famine ae orevet(S) 



3ate ae 
oublicanon 



WO 9520604 



03-08-1995 



AU 1908395 A 
US 5770387 A 



15-08-1995 
23-06-1998 



